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Bis  in  die  siebziger  Jahre  wurde  das  Endothel  als  einschichtige  Zellschicht  mit direktem 
Blutkontakt nur für eine verhältnismäßig unveränderliche inerte Innenauskleidung der Gefäße 
ohne  spezifische  Funktionen  gehalten.  Im  menschlichen  Körper  existieren  ungefähr  10
13 
Endothelzellen,  die  die  Fläche  eines  Fußballfeldes,  also  etwa  6000m
2
,  bedecken  und  ca. 
1500g  wiegen.  Die  Entdeckung  von  Prostazyklin  Ende  der  siebziger  Jahre  und  seines 
endothelia1en  Ursprungs  führte  zu  der  Idee,  dass  vom  Endothel  Eikosanoide  produziert 
werden müssen,  und in  weiterer Instanz zur Feststellung, dass  Endothelzellen Ursprungsort 
von Autakoiden sind, die den Tonus der glatten Gefäßmuskelzelle regulieren (Moncada et al., 
1976;  Moncada  et al.,  1979).  1980  machten  Furchgott  und  Zawadzki  die  bahnbrechende 
Entdeckung, dass nach Stimulation endothelintakter Gefäße mit Acetylcholin vom Endothel 
eine  oder  mehrere  Substanzen  abgegeben  werden,  die  zur  Relaxation  der  glatten 
Gefäßmuskelzellen führen  (Furchgott &  Zawadzki,  1980). Vier Jahre später prägten sie den 
Begriff des  "endothelium derived relaxing factor"  (EDRF) (Furchgott et al.,  1984).  Weitere 
drei Jahre später wurde die Identität des EDRF geklärt, indem parallel die Forschungsgruppen 
um  19narro  sowie  um  Moncada  nachweisen  konnten,  dass  es  sich  bei  EDRF  um 
Stickstoffmonoxid (NO) handelt bzw.  um  ein Produkt,  welches NO  freisetzt (Palmer et al., 
1987;  Ignarro  et  al.,  1987).  Die  Wichtigkeit  von  NO  wurde  mit  der  Einführung  von 
Hemmstoffen der NO-Synthase,  welche aus  L-Arginin  NO  synthetisiert,  deutlich,  da  diese 
Substanzen zu Vasokonstriktion und erhöhtem Blutdruck in vivo führten (Rees et al.,  1989). 
Dies  deutete auf eine kontinuierliche basale NO-Ausschüttung des  gesunden Endothels hin 
und  unterstrich  die  Bedeutung  des  Endothels  in  der  Regulation  des  Gefäßtonus.  1998 
bekamen  Furchgott,  Murad  und  Ignarro  für  ihre  Arbeiten  über  die  Rolle  des 
Stickstoffmonoxids als Botenstoff im Herz-Kreislaufsystem den Medizin-Nobelpreis. 
Heute gilt das  Endothel  als ein hochdifferenziertes, endokrin und parakrin aktives, ubiquitär 
im  Organismus vorkommendes Organ (Busse &  Fleming, 1993), welches bei der Regulation 
des  Gefäßtonus  und  Blutdrucks,  der  Gerinnung  und  Fibrinolyse  sowie  der  Thrombose-
resistenz der Gefäßwände (Radomski er al.,  1987) eine zentrale Rolle spielt. Daneben erfüllt 
das  Endothel  wichtige  Funktionen  bei  der  Immunantwort  (Harlan,  1987),  bei 
Entzündungsreaktionen und im Rahmen der Steuerung der Gefäßpermeabilität (Clauss et al., 
1990),  beim Transport von  Makromolekülen durch die Gefäßwand (Kaiser &  Sparks,  1987) 
sowie bei der Regulation vasoproliferativer Vorgänge (Garg et al., 1989). Einleitung 
Ist das Endothel in seiner Funktion und Struktur geschädigt, wird dies häufig als "endotheliale 
Dysfunktion" bezeichnet.  Dieser Begriff umschreibt einige pathologische Sachverhalte,  die 
eine  verminderte antikoagulatorische  und  antientzündIiche  Eigenschaft des Endothels, eine 
beeinträchtigte  Modulation  des  Gefaßwachstums  sowie  eine  Dysregulation  vaskulärer 
Remodelling-Prozesse  miteinbeziehen  (Gimbrone  et  al.,  1995).  Andererseits  versteht  man 
unter  "endothelialer  Dysfunktion"  die  Verminderung  der  Endothel-abhängigen  Gefäß-
relaxation, verursacht durch den Verlust der Stickstoffmonoxid-Aktivität in  der Gefäßwand. 
Hauptverantwortlich  für  die  endotheliale  Dysfunktion  ist  nach  heutiger  Sicht  die 
Inaktivierung  des  Stickstoffmonoxids  durch  oxidativen  Stress,  der  im  Rahmen  einiger 
pathophysiologischer  Prozesse  wie  u.a.  Hypercholesterinämie,  Atherosklerose,  Zigaretten-
rauchen, Bluthochdruck, Diabetes mellitus und Herzinsuffizienz eine große Rolle spielt. Das 
Ausmaß der endothelialen Dysfunktion hat v.a. im koronaren Stromgebiet (Schächinger et al., 
2000),  aber auch  in  der  Peripherie  (Heitzer et  al.,  2001)  prognostische  Bedeutung für  die 
Zunahme  einer  Atherosklerose  bzw.  koronaren  Herzkrankheit  sowie  für  das  Auftreten 
kardiovaskulärer  Ereignisse.  Durch  diese  Erkenntnisse  wird  die  Bedeutung  eines 
funktionierenden Endothels hervorgehoben. 
1.1 Endothel-vermittelte Gefäßrelaxation 
Das Endothel ist als endokrines und parakrines Organ in der Lage, vasoaktive Substanzen zu 
produzieren und an die unmittelbare Umgebung abzugeben. Zu diesen gefäßwirksamen Auta-
koiden gehören auf der einen Seite vasokonstriktive Mediatoren wie  das  Peptid Endothelin, 
auf der  anderen  Seite  die  für  die  Regulation  des  lokalen  Gefäßtonus  äußerst  wichtigen 
vasodilatierenden Substanzen NO,  Prostazyklin und der in seiner chemischen Struktur noch 
umstrittene "endothelium derived hyperpolarising factor"  (EDHF). 
NO  entsteht  in  einer  ATP-unabhängigen  Reaktion  aus  der  Aminosäure  L-Arginin  und 
Sauerstoff.  Diese  Reaktion  wird  durch  ein  dimerisches  Enzym  katalysiert,  welches  zur 
Familie der  NO-Synthasen (NOS) gehört. Es gibt drei verschiedene Isoformen der NOS, die 
sich  auf  unterschiedlichen  Genloci  befinden  und  bereits  geklont  werden  konnten.  Man 
unterscheidet die beiden konstitutiven Synthasen endotheliale NOS (eNOS oder NOS III) und 
neuronale NOS (nNOS oder NOS I) von der induzierbaren Synthase (iNOS oder NOS II). Die 
wesentlichen Unterschiede der NO-Synthasen liegen in ihrem Aktivierungsmuster und  dem 




für ihre Aktivierung einen Calcium-Calmodulin-Komplex (Busse &  Mülsch,  1990). Neuere 
Befunde beschreiben daneben  auch  einen Calcium-Calmodulin-unabhängigen Aktivierungs-
weg  (Dimmeler et  al.,  1999;  Fulton  et al.,  1999).  Die  nNOS  findet  sich  hauptsächlich  in 
Nervenzellen und ist ähnlich der eNOS  auf den Calcium-Calmodulin-Komplex angewiesen. 
Dagegen  ist  die  induzierbare  NOS,  welche  überwiegend  in  Makrophagen  vorkommt, 
aufgrund  der festen  Bindung von  CaImodulin  an  das Enzym vom intrazellulären Calcium 
praktisch  unabhängig.  In  pathologischen  Situationen  wird  sie  durch  Zytokine,  Lipopoly-
saccharide und andere bakterielle Endotoxine induziert und produziert darauf größere Mengen 
an  NO (nano- bis milli molar) und dies  über einen wesentlich längeren Zeitraum (Stunden-
Tage) als die konstitutiven Formen (piko- bis nanomolar; Minuten-Stunden). 
Die  Aktivierung  der eNOS  geschieht  rezeptorabhängig durch  verschiedene  Agonisten  wie 
Acetylcholin, Bradykinin, Histamin, Adenosindiphosphat (ADP), Substanz P oder Serotonin, 
daneben aber auch rezeptorunabhängig durch einen erniedrigten Sauerstoffpartialdruck (p02), 
sowie Endothelzelldehnung und Schubspannung (Änggard et al.,  1992). eNOS katalysiert die 
Bildung von L-Citrullin und NO aus L-Arginin und O2. Von der Endothelzelle diffundiert NO 
dann  in  die  benachbarte glatte Muskelzelle und aktiviert dort die lösliche Guanylylzyklase 
(Katsuki et al.,  1977). Das daraufhin ansteigende zyklische Guanosinmonophosphat (cGMP) 
aktiviert  seinerseits  cGMP-abhängige  Proteinkinasen,  die  u.a.  über  eine  Senkung  des 
intrazellulären  Calciumspiegels  zur  Muskelrelaxierung  und  Gefäßdilatation  führen.  Die 
kontinuierliche NO-Synthese durch die Endothelzellen trägt so zur Regulation des Blutdrucks 
bei.  Klinisch  nutzt  man  diesen  Mechanismus  schon  seit  langem  durch  den  Einsatz 
kurzwirksamer NO-freisetzender Vasodilatatoren (Nitroglycerin, Natriumnitroprussid). 
In  geringerem  Umfang  als  NO  ist  das  vom  Endothel  produzierte  vasoaktive  Autakoid 
Prostazyklin  (PGIz)  an  der  physiologischen  Blutdruckregulation  beteiligt.  Hingegen  gilt 
Prostazyklin, dessen gefäßerweiternde Wirkung bereits in  den siebziger Jahren entdeckt und 
intensiv  untersucht  wurde  (Moncada et al.,  1976),  als  potentester endogener Inhibitor der 
Thrombozytenaggregation sowie neben NO als wichtiger Vermittler der Thromboseresistenz 
endothelintakter Gefäßwände (Radomski et al., 1987; Darius er al.,  1995). Prostazyklin spielt 
unter  pathophysiologischen  Bedingungen  wie  bei  hämodynamischem  Stress  für  die 
Regulation  der regionalen  Durchblutung eine wichtige Rolle (Terragno et al.,  1977).  Nach 
mechanischen  oder chemischen Reizen  sowie rezeptorgebunden  kommt es  im  Endothel  zu 
einer  Freisetzung  von  Calcium.  Das  erhöhte  intrazelluläre Calcium  aktiviert die  Calcium-
abhängige  Phospholipase  A2,  welche  Arachidonsäure  aus  Lipiden  der  Zellmembran 




Prostazyklin) verstoffwechselt (Lückhoff et al.,  1988; White &  Martin,  1989).  Prostazyklin 
wirkt an der glatten Muskelzelle im Gegensatz zu NO  über spezifische Membranrezeptoren, 
deren Aktivierung über G-Proteine gekoppelt zu einer Stimulation der Adenylylzyklase und 
damit  zu  einem  intrazellulären  Anstieg  von  zyklischem  Adenosinmonophosphat  (cAMP) 
führt.  Dies  hat  wiederum  ein  Absinken  des  intrazellulären  Calciums  und  damit  eine 
Gefäßrelaxation zur Folge. 
B 
/  HyperpOlarisatioz 
t  -+  Ca2+l +- cGMPt 
C::::RelaxatiOn ::> 
Abb.l:  Die Abbildung zeigt  vereinfacht die  Wirkungsweise der vom Endothel  produzierten vasodilatierenden 
Faktoren Prostazyklin (POl,) und Stickstoffmonoxid (NO).  (AA:  Arachidonsäure; AC:  Adenylylzyklase; ACh: 
Acetylcholin;  Arg:  L-Arginin;  BK:  Bradykinin;  Cit:  L-Citrullin;  COX:  Cyclooxygenase;  eNOS:  konstitutive 
endotheliale  NO-Synthase;  IP:  Prostazyklinrezeptor;  IP,:  Inositoltriphosphat;  PLA,:  Phospholipase  A,  ; sGC: 




1.2 Endothel-vermittelte Hyperpolarisation 
Bereits  in  den  achtziger  Jahren  konnte  beobachtet  werden,  dass  die  Endothel-abhängige 
Relaxation von einer Endothel-abhängigen Hyperpolarisationen der glatten Gefäßmuskulatur 
begleitet  wird  (Bolton  et  al.,  1984;  Feletou  &  Vanhoutte,  1988;  Chen  et  al.,  1988).  Die 
hyperpolarisierende Wirkung auf die glatte Gefäßmuskulatur schrieb man einer Substanz zu, 
die  nach  einer Aktivierung des  muskarinergen Acetylcholinrezeptors durch Carbachol  vom 
Endothel freigesetzt wird (Bol ton et al., 1984). Diese Relaxation und Hyperpolarisation zeigte 
sich  weitestgehend unempfindlich gegenüber spezifischen Hemmstoffen von  NO-Synthasen 
und  Cyclooxygenasen  (Nagao  &  Vanhoutte  1992;  Garland et al.,  1992) und führte  zudem 
nicht  zu  gesteigerten  intrazellulären  Spiegeln  an  zyklischen  Nukleotiden  in  den  glatten 
Muskelzellen, wie dies bei  NO- sowie Prostazyklin-abhängigen Relaxationen zu beobachten 
ist  (Taylor  et  al.,  1988;  Cowan  &  Cohen,1991;  Mombouli  et  al.,  1992).  Hinter  dieser 
Endothel-abhängigen NO- und PGI2-unabhängigen Gefäßrelaxation vermutete man eine neue 
vom  Endothel  freigesetzte  Substanz  und  gab  ihr,  da  die  Relaxationen  mit  einer 
Hyperpolarisation der glatten Muskulatur assoziiert waren, den Namen "endothelium derived 
hyperpolarising  factor"  (EDHF).  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  eine  Änderung  des 
Membranpotentials um wenige mV eine deutliche Änderung des Gefäßquerschnitts zur Folge 
haben  kann  (Nelson  &  Quayle,  1995;  Brayden  &  Nelson,  1992).  Auf der  Basis  dieser 
Erkenntnisse  lag  die  Vermutung  nahe,  dass  die  Hyperpolarisation  der  glatten  Gefäß-
muskulatur der Mechanismus EDHF-induzierter Relaxationen ist (Nagao & Vanhoutte, 1991; 
Garland & McPherson; 1992) und hyperpolarisierende Stimuli zur Gefäßdilatation beitragen. 
Über  den  exakten  Mechanismus,  mit  dem  EDHF  zur  Hyperpolarisation  und 
Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur führt, herrscht bis heute trotz intensiver Bemühungen 
keine  eindeutige  Klarheit.  Ging  man  bisher  von  einem  diffusiblen,  vom  Endothel  auf die 
glatte Gefäßmuskelzelle übertragbaren humoralen Faktor aus (Popp et al.,  1996; Popp et al., 
1998,  Mombouli  et  al.,  1996),  so  mehren  sich  jetzt  die  Hinweise,  dass  es  nach  der 
Aktivierung eines endothelialen  Rezeptors durch  Acetycholin,  Substanz P oder Bradykinin 
über eine Steigerung des intrazellulären Calcium-Spiegels (Lückhoff et al., 1988; lohns et al., 
1988)  zur Öffnung endothelialer  K+-Kanäle  und  damit zur endothelialen  Hyperpolarisation 
kommt.  Für  die  Verbindung  der  endothelialen  Hyperpolarisation  mit  der  nachfolgenden 





1.2.1 Rolle von Calcium und K+·Kanälen 
Für die EDHF-vermittelte Gefäßrelaxation und Hyperpolarisation ist ein intrazellulärer Ca
2+_ 
Anstieg in der Endothelzelle von entscheidender Bedeutung (NiIius & Droogmans, 2001). Zu 
diesem Anstieg kommt es u.a. nach Aktivierung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors durch 
einen endothelialen Rezeptoragonisten wie  Bradykinin oder Acetylcholin (Lückhoff et al., 
1988;  Johns et al.,  1988).  In  Studien  mit  Ca
2+-Ionophor  A23187  oder  Hemmstoffen  der 
sarkolemmalen Ca
2+  -ATPase wie Thapsigargin oder Cyclopiazonsäure konnten alleinig durch 
den von diesen Substanzen ausgelösten Ca
2+-Anstieg  EDHF-vermittelte Prozesse ausgelöst 
werden (Illiano et al.,  1992, Fukao et al.,  1995). Durch den erhöhten intrazellulären Ca
2+_ 
Spiegel kommt es zu einer Aktivierung Ca
2+-abhängiger (Kca) K+-Kanäle. Durch Studien mit 
Toxinen, welche spezifisch Calcium-abhängige KCa-Kanäle hemmen, konnten in den letzten 
Jahren die Erkenntnisse hinsichtlich der in die EDHF-vermittelten Prozesse involvierten KCa-
Kanäle  deutlich  gesteigert  werden.  EDHF-vermittelte  Gefaßhyperpolarisationen  und 
Relaxationen konnten durch eine Kombination aus Apamin [hemmt Kca-Kanäle mit kleiner 
Leitfähigkeit;  sog.  "small  conductance  KCa-channels"  (SKca)]  und  Charybdotoxin  [hemmt 
unselektiv  Kca-Kanäle  mit  großer  Leitfähigkeit;  sog.  "large  conductance  KCa-channels" 
(BKca),  und  KCa-Kanäle  mit  mittlerer  Leitfahigkeit;  sog.  "intermediate  conductance  KCa-
channels" (lKca), sowie einige spannungsabhängige K+-Kanäle] komplett aufgehoben werden 
(Garland & Plane, 1996; Zygmunt & Hoggestatt, 1996). Scyllatoxin, welches ebenfalls SKca-
Kanäle hemmt, konnte den Effekt von  Apamin  nachahmen  (Corriu et al.,  1996),  was  die 
Beteiligung von SKca-Kanälen an der EDHF-vermitteIten Hyperpolarisation und Relaxation 
nahe legt.  Hingegen scheinen BKca-Kanäle nicht essentiell an EDHF-vermittelten Prozessen 
beteiligt  zu  sein,  denn  der selektive  BKca-Hemmer Iberiotoxin  konnte  in  Versuchen  den 
Effekt von Charybdotoxin nicht imitieren (Zygmunt &  Hoggestatt, 1996, Chataigneau et al., 
1998).  Glibenclamid  als  Hemmer des  ATP-abhängigen  K+-Kanals  zeigte  auf die  EDHF-
vermittelten Gefäßprozesse keinen Einfluss, so dass eine größere Rolle des ATP-abhängigen 
K+-Kanals  ebenfalls  ausgeschlossen  werden  konnte.  Weiterführende  Untersuchungen 
bezüglich  der  Lokalisation  der  für  die  EDHF-vermittelten  Gefäßrelaxationen  und 
Hyperpolarisationen  wichtigen  Kanäle  führten  zu dem Schluss,  dass  die  SKca- und  IKca-
Kanäle vornehmlich in Endothelzellen lokalisiert sind (Marchenko & Sage, 1996; Cai et al., 
1998;  Burnham  et al.,  2002).  Diese  Erkenntnisse  lassen  darauf schließen,  dass  der erste 
Schritt  der  Endothel-vermittelten  Hyperpolarisation  und  Relaxation  eine  Ca
2+-aktivierte 
Öffnung von endothelialen SKca- und IKca-Kanälen mit konsekutiver Hyperpolarisation des 
6 Einleitung 
Endothels sowie Efflux von  K+  in  den myoendothelialen Raum beinhaltet. Die Übertragung 
der endothelialen  Hyperpolarisation  in  eine  Hyperpolarisation  und  Relaxation  der  glatten 
Gefäßmuskulatur  wird  momentan  noch  kontrovers  diskutiert.  Eine  mögliche  Rolle  hierbei 
spielen  ein vom  Endothel  produziertes Cytochrom-P450-Derivat  der Arachidonsäure,  ferner 
die Übertragung der endothelialen Hyperpolarisation zum Gefäßmuskel über myoendotheliale 
gap junctions  sowie  K\ welches  nach  der Diffusion  in  den  myoendothelialen  Raum  dort 
myozytäre K+·Kanäle öffnet bzw, die Na+/K+-ATPase aktiviert. 
1.2.2 Sind Epoxyeicosatriensäuren (EETs) EDHF? 
Epoxyeicosatriensäuren  (EETs)  sind  Cytochrom-P450-Epoxygenase-(CYP)Derivate  der 
Arachidonsäure und spielen bei der Regulation des lokalen Gefäßtonus eine wichtige Rolle. 
Die eindeutigsten Hinweise, dass EDHF-vermittelte Hyperpolarisation und Relaxation durch 
ein  kurzlebiges  CYP-Derivat  der  Arachidonsäure  verursacht  werden,  existieren  für 
Koronargefäße vom Rind, Schwein, Kaninchen und Menschen (Hecker et al., 1994; Campbeli 
et al.,  1996; Kessler et al.,  1996; Arima et al.,  1997; Weintraub et al.,  1997; Widmann er al., 
1998).  In  diesen Gefäßen  konnten die  EDHF-Antworten durch  CYP-Hemmstoffe blockiert 
werden.  In  Herzkranzgefäßen  des  Schweins  sowie  in  Widerstandsgefäßen  beim  Hamster 
konnte  zudem  gezeigt  werden,  dass  durch  die  spezifische  Hemmung  von  CYP2C  mit 
Antisense-Oligonukleotiden EDHF-vermitteite Gefäßprozesse vOllständig aufgehoben werden 
konnten  (Fisslthaler  er  al.,  1999;  Bolz  et al.,  2000).  Daneben  wurden  verstärkte  EDHF-
Antworten  nach  Gabe  von  CYP-Induktoren  wie  ß-Naphtoflavon  beobachtet  (Popp  et  al., 
1996).  Es ist jedoch fraglich,  ob EETs in  ausreichenden Mengen vom Endothel freigesetzt 
werden  und  eine  direkte  Hyperpolarisation  der  glatten  Gefäßmuskulatur  auslösen, 
wohingegen das grundsätzliche Phänomen der Agonisten- und Schubspannungs-induzierten 
EET-Bildung unstrittig ist (Popp et al.,  1998; Gebremedhin et al.,  1998). Endogen gebildete 
EETs wirken ebenso wie exogen zugefügte EETs über die Öffnung von myozytären BKca-
Kanälen,  welche  empfindlich  gegenüber  Tetraethylammonium,  Iberiotoxin  oder 
Charybdotoxin  sind,  hyperpolarisierend  auf glatte  Gefäßmuskelzellen.  Die für  die  EDHF-
Antwort  wichtigen  SKca- und  IKca-Kanäle  werden  nur  gering  beeinflusst.  Dies  lässt 
vermuten,  dass  diffundierende  EETs  wahrscheinlich  nicht  für  die  Mehrzahl  der  EDHF-
Antworten verantwortlich gemacht werden können.  Neuere Hinweise lassen die Vermutung 




entscheidende Rolle in  der Entstehung der endothelialen Hyperpolarisation und damit in  der 
Initiation  der  EDHF-vermittelten  Hyperpolarisation  und  Relaxation  der  glatten 
Gefäßmuskelzelle  spielen.  Diskutiert  werden  ein  verstärkter  Ca
2+-Einstrom  in  die 
Endothelzelle durch EET-Einfluss nach Entleerung der intrazellulären Ca
2+-Speicher (Hoebel 
et Gi.,  1997), ferner die Sensibilisierung von  endothelialen  Kca-Kanälen gegenüber Calcium 
(Li & Campbell,  1997; Baron et Gi.,  1997).  EETs zeigen auch Einfluss auf myoendotheliale 
gap junctions (Popp et Gi., 2002). Möglicherweise wird über diesen Weg die Übertragung der 
Hyperpolarisation vom Endothel zur glatten Muskelzelle gebahnt.  Dies ist zZt. Gegenstand 
zahlreicher Untersuchungen. 
1.2.3 Sind K+-Ionen EDHF? 
In  einigen Gefäßen kommt es im Rahmen der Hyperpolarisation des Endothels nach  Öffnen 
der endothelialen SKca- und IKca-Kanäle zu einem Anstieg der extrazellulären K+-Ionen  im 
myoendothelialen Raum. Diese geringen Anstiege (6 bis max. 20mM) des extrazellulären K+ 
verursachen  Hyperpolarisation  und  Relaxation  der  glatten  Gefäßmuskulatur  durch 
Aktivierung  von  einwärts-gleichrichtenden  K+IR-Kanälen  (Knot  et  ai.,  1996)  sowie  der 
Na+/K+-ATPase  (Edwards et ai.,  1998).  Die  Hyperpolarisation  des  Endothels  ist  hemmbar 
durch  die  Kombination  aus  Charybdotoxin und  Apamin,  die  Hyperpolarisation der glatten 
Gefäßmuskelzelle durch die Kombination aus Barium (hemmt bei  Konzentrationen  <SO/lM 
selektiv K+IR-Kanäle) und Ouabain (hemmt in submikromolaren Konzentrationen selektiv die 
Na+/K+-ATPase;  Isoform a2 und (3) (Harris et Gi.,  2000). Durch Applikation von SmM  K+-
Ionen  in  den  myoendothelialen  Raum  konnten  EDHF-Antworten  in  der  Arteria  hepatica 
sowie  in  Mesenterialarterien der Ratte  hervorgerufen  werden,  die  den  durch  Acetylcholin 
ausgelösten EDHF-Antworten glichen. Diese Beobachtungen ftihrten zu der Annahme, dass 
K+-Ionen,  die durch SKca- und  IKca-Kanäle des  Endothels  in  den  myoendothelialen  Raum 
diffundieren,  ein  universeller  EDHF  seien  (Edwards  er  Gi.,  1998),  wobei  dieses  Modell 
besonders bei  der  Ratte  zu  gelten  scheint.  In  der Carotis  vom  Meerschweinchen  sowie  in 
Schweinekoronararterien  hingegen  konnte  die  Kombination  von  Barium  und  Ouabain  die 
Acetylcholin-induzierten EDHF-Antworten nicht signifikant hemmen (Quignard et Gi.,  1999). 
Lacy und Mitarbeiter konnten zeigen, dass in Mesenterialarterien der Ratte Ouabain zwar die 
K+-Ionen-vermittelte  Relaxation  aufheben  konnte,  nicht  hingegen  die  durch  Acetylcholin 
ausgelöste Relaxation, was gegen K+-Ionen als EDHF in diesen Gefäßen spricht (Lacy et Gi., 
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2000).  Ding und Mitarbeiter zeigten in Mesenterialarterien von eNOS -/- und +/+ Mäusen 
ähnliche  Ergebnisse.  Hier  konnte  die  Kombination  aus  Ouabain  und  Barium  lediglich 
Relaxationen  induziert  durch  K+-Ionen,  nicht  hingegen  ACh-induzierte  Relaxationen 
hemmen. Zusätzlich konnte die Hemmung der endothelialen SKca- und IKca-Kanäle durch die 
Kombination aus Charybdotoxin und Apamin lediglich die ACh-vermittelte nicht hingegen 
die K+-vermittelte Relaxation beeinflussen (Ding et al., 2000). 
Diese  Ergebnisse  deuten  daraufhin,  dass  K+-Ionen  in  manchen  Gefäßen  an  der  EDHF-
vermittelten Hyperpolarisation und Relaxation mitwirken, jedoch keineswegs ein universeller 
EDHFsind. 
1.2.4  Beteiligung  von  gap junctions an  der endothelial-vermitteIten  Hyperpolarisation 
und Relaxation 
Es konnte gezeigt werden, dass gap junctions zwischen Endothel und glatter Gefäßmuskel-
zelle, v.a.  in  Widerstandsgefäßen, eine wichtige Rolle bei der endothelialen Regulation des 
Gefäßtonus  spielen.  Sie  bilden  einen  aus  Connexin-Proteinen - in  Endothelzellen  werden 
überwiegend die Proteine Connexin 40 und 43 exprimiert (Hong & Hili,  1998) - geformten 
Ionenkanal, der die Passage von kleinen wasserlöslichen Molekülen bis zu einer Größe von 
etwa  I kDa  sowie  von  Ionen  zwischen  Endothel  und  glatter  Muskelzelle ermöglicht.  Ein 
Transfer  vom  Endothel  zur  glatten  Muskelzelle  konnte  in  kleinen  Arteriolen  für  Ca
2+, 
Signalmoleküle  wie  Inositoltriphosphat  (IP3)  sowie  zyklische  Nukleotide  nachgewiesen 
werden  (Rooney &  Thomas,  1993;  Sanderson et al.,  1994).  Weitere Studien zeigen,  dass 
Substanzen,  die  zu  einer  Hyperpolarisation  und  Relaxation  der  glatten  Gefäßmuskelzelle 
führen, auch das Endothel in gleicher Weise hyperpolarisieren (Beny, 1990; Xia et al., 1995). 
Die Verbindung zwischen dem EDHF-Phänomen und einem sich über myoendotheliale gap 
junctions  ausbreitenden  elektrischen  Strom konnte bereits für  verschiedene Gefäße in  der 
Mikrozirkulation hergestellt werden  wie z.B.  für  die Arterien des  Retraktor-Muskels beim 
Hamster (Emerson &  Segal, 2001).  Ob gap junctions möglicherweise die Diffusion eines 
"hyperpolarisierenden  Faktors"  wie  z.B.  cAMP  ermöglichen  und  auf  diese  Art  die 
Hyperpolarisation  des  Endothels  auf den  glatten  Gefäßmuskel  übertragen,  ist  noch  nicht 
vollständig  geklärt.  Kontrovers  diskutiert  wird  auch  die  Frage,  ob  myoendotheliale  gap 
junctions am EDHF-Phänomen in  größeren Arterien wie z.B.  Schweinekoronarien beteiligt 
sind.  Studien,  die  diese  Beteiligung  widerlegen,  sind  nicht  selten  im  Hinblick  auf  die 
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Unkenntnis der gen auen Wirkmechanismen der in diesen Studien verwendeten gap junction-
hemmenden  Substanzen  zu hinterfragen.  Um  die  Rolle  der gap junctions bei  Gefäßtonus-
regulierenden Prozessen genauer zu verstehen, sind weitere Untersuchungen hinsichtlich ihrer 
Funktionen notwendig. 
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Abbildung 2 : Die Abbildung zeigt die verschiedenen Ansätze zur Erklärung des EDHF·Phänomens: 
a)  Rolle  von  EETs sowie  interendothelialen  und  myoendothelialen  gap  junctions;  AA=Arachidonsäure, 
AC=Adenylylzyklase,  BK=Bradykinin,  CYP2C=CytochromP450Epoxygenase2C  EETs=Epoxyeicosau'ien-
säuren, IbTx=Iberiotoxin, PL=Membranphospholipide, PLipase=Phospholipase; 
b)  Rolle  von  extrazellulären  K+-Ionen.  ACh=Acety1cholin,  ChTX=Charybdotoxin,  l-EBIO=1-Ethyl-2-
Benzimidazolinon, a-GA=  18-a-Glyzyrrhetinsäure; ß-GA=18-ß-Glyzyrrhetinsäure, SP=Substanz P, 
aus (Busse el al., 2002) 
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1.2.5  Ist das endogene Cannabinoid Anandamid ein EDHF ? 
Nachdem Randall et al.  1996 feststellen konnten, dass im mesenterialen Stromgebiet der Ratte 
das  endogene  Cannabinoid  Anandamid  ein  potenter  NO- und  PGI2-unahängiger  vasodila-
tierender Faktor ist  (Randall  et al.,  1996)  und diese gefäßerweiternden  Effekte  durch  den 
selektiven  CBj-Rezeptorantagonisten  SR141716A  sowie  erhöhte  extrazelluläre  K+-
Konzentrationen gehemmt werden konnten, wurde vorgeschlagen, dass Anandamid in diesen 
Gefäßen ein EDHF sei. Die Effekte von EDHF und Anandamid zeigten sich vergleichbar, da 
beide nur durch eine Kombination aus Charybdotoxin und Apamin gehemmt werden konnten 
(Randall  &  Kendall,  1998)  und  die Effekte von  SR 141716A spezifisch  sind (HaITis  et al., 
1999). 
Demgegenüber stehen  Beobachtungen, dass  Anandamid nicht die  gleichen physiologischen 
und  pharmakologischen Eigenschaften von EDHF haben kann (Plane et al.,  1997; White & 
Hiley,  1997;  Chataigneau et al.,  1998b) und dass CBj-Agonisten wie HU210 zwar in  der 
Lage sind, einige Gefäße zu relaxieren, diese Relaxationen aber denjenigen, vermittelt durch 
EDHF,  keinesfalls  gleichen  (Fleming  er  al.,  1999).  Mombouli  et  al.  konnten  zeigen,  dass 
Anandamid durch einen CBj-Rezeptor-unabhängigen Effekt in Endothelzellen Ca
2+ aus einem 
Caffein-sensitiven  Speicher  mobilisieren  kann  (Mombouli  et  al.,  1999).  Ferner  wird 
Anandamid  durch  eine  spezifische  Aminohydrolase  in  Arachidonsäure  und  Ethanolamid 
gespalten, woraus in  weiteren Schritten COX-abhängig Prostazyklin sowie EETs produziert 
werden  können  (PraU  er  al.,  1998).  Daher  kann  Anandamid  die  EDHF-Produktion 
beeinflussen,  ohne  selber  EDHF  zu  sein.  Chaytor  et  al.  berichteten  1999,  dass  die 
relaxierenden  Effekte  von  Anandamid  durch  SR 141716A  gehemmt  werden  konnten  und 
gleichzeitig  die  Luciferyellow-Farbstoffkopplung  zwischen  verbundenen  COS-7  Zellen 
gehemmt wurde, wohingegen der CBj-Antagonist L  Y320135 keinen Effekt zeigte (Chaytor et 
al.,  1999).  Diese Daten  ftihrten  zu  der Vermutung,  dass  SRI41716A möglicherweise CBj-




1.3 Ziel der Arbeit 
Trotz der gefäßrelaxierenden Wirkung der Cannabinoide, die wie vorgestellt möglicherweise 
über die Bahnung der myoendothelialen Zell-zu-Zell Kommunikation via gap junctions oder 
die Freisetzung eines EDHF vermittelt wird,  konnte beobachtet werden, dass Cannabinoide 
nach  Inkubation  von  Schweinekoronararterien  sowie  Arterien  vom  Kaninchen  als  potente 
Inhibitoren EDHF-vermittelter Relaxationen und Hyperpolarisationen  wirken (F1eming et al., 
1999).  Ziel  der  vorliegenden  Arbeit  war  es,  die  Effekte  des  Cannabinoids  t:.?-
Tetrahydrocannabinol  (t,.9-THC)  auf die  EDHF-Signaltransduktionswege  und  die  Zell-zu-
Zell-Kommunikation  via  gap junctions  in  GefäßzeIlen  zu  untersuchen  und  die  zugrunde 
liegenden Signaltransduktionswege zu  bestimmen. Hauptaugenmerk lag dabei auf der Rolle 
der  mitogen  aktivierten  Proteinkinasen  (MAP-Kinasen),  insbesondere  derjenigen  der 
extrazellulär regulierten  Kinasen  ERK1/2,  da  bekannt  wurde,  dass  die  Connexin-Proteine, 
welche eine gap junction formen, spezifische Phosphorylierungsstellen für ERK 1/2 aufweisen 
(Zhou et al., 1999). 
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2. Material uud Methoden 
2.1 Arterienpräparate 
Für  die  Untersuchungen  an  Schweinekoronararterien  fanden  Schweineherzen  von  lokalen 
Schlachthöfen  Verwendung.  Direkt  nach  der Entnahme der Herzen  wurden  die  Ventrikel-
spitzen beider Ventrikel abgeschnitten und die Herzen sowie die Koronarien mit 4°C kalter 
HEPES-Tyrode durchspült und  in dieser Lösung ins Labor transportiert. Die HEPES-Tyrode 
setzte sich wie folgt zusammen (mmol/l): NaCI  140;  KCI  4,7; CaCh 1,3; MgCh I; HEPES 
10; Glukose 5 (pH 7,4 mit NaOH). 
Im Labor erfolgte dann die Präparation des Hauptstamms der A. coronaria dextra (RCA) unter 
dem  Binokular sowie die  Befreiung des  Gefäßes von  epikardialem Fett und  Bindegewebe. 
Anschließend wurde die RCA in 3-4mm breite Ringe geschnitten, ohne dabei das Endothel zu 
verletzen. 
2.2 Organbad-Untersuchungen 
2.2.1 Aufbau und Durchführung 
Die 3 bis 4mm breiten Arterienringe wurden unmittelbar nach der Präparation auf zwei Haken 
aus  rostfreiem Stahl gespannt und in  ein nach oben offenes gläsernes, durch ein Wasserbad 
konstant  auf  37°C  erwärmtes  doppelwandiges  Organbad  gegeben.  Die  Innenwand  des 
Organbades  hatte  eine  silikonisierte  Oberfläche,  um  mögliche  Peptidadhäsionen  zu 
vermeiden.  Die  Kammer enthielt  IOml  Krebs-Henseleit-Lösung (pH  7,4) mit der folgenden 
Zusammensetzung (in  mmol/l):  NaCI  119;  KCI  4,7;  CaCh  1,6;  MgS04  1,2;  NaHC03  25; 
KH2P04 1,2; Ca2+-EDTA 0,026; Glukose 12. Dieser Puffer wurde stetig mit einem Carbogen-
Gasgemisch, bestehend aus 95% 02 und 5% C02, begast. 
Der obere der metallenen Haken war an ein Übertragungssystem angeschlossen, welches aus 
einem Kraftaufnehmer (F30 Force-Tranducer) von Hugo Sachs Elektronik Harvard Apparatus 
und  einem  Zwei-Kanal-Brückenverstärker  zusammengesetzt  war.  Diese  Anordnung 
ermöglichte die exakte Messung isometrischer Kraftänderungen, die als  Spannungsänderung 
auf x/y-Mehrkanalschreibern  (Rikadenki  R40  und  R80)  aufgezeichnet  wurden.  Die  oben 
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genannte Messgeräte-Konfiguration erfuhr vor jedem Experiment eine erneute Eichung mit 
genormten  Gewichten.  Die  Registrierung  der  Kraftänderung  erfolgte  entsprechend  der 












Abbildung 3: Organbadanlage in schematischer Darstellung 
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Die auf die Metallhaken gebrachten Arterienringe wurden über ca. 30min in kleinen Schritten 
von  jeweils  19  auf  eine  Spannung  von  5g  passiv  vorgedehnt,  um  bei  der  späteren 
Registrierung  der  Kraftänderung  isotone  Kontraktionen  der  Gefäßringe  zu  vermeiden.  Die 
passive  Vorspannung  diente  während  des  Versuchs  als  Nulllinie,  von  der  aus  aktive 
Kontraktionen gemessen wurden. 
Anschließend erfolgte die dreimalige Kontraktion mit kaliumreicher Krebs-Henseleit-Lösung 
(KCl  80mM;  NaCl  40mM;  sonstige  Zusammensetzung  s.o.).  Nach  Erreichen  eines 
Kontraktionsplateaus wurden die Gefäßringe wieder durch das Auswaschen der Organbäder 
mit  normaler  Krebs-Henseleit-Lösung  (KCl  4,7mmolll)  relaxiert  und  auf  die  passive 
Vorspannung  von  5g  äquilibriert.  Die  Stärke  der  dritten  durch  Kalium  ausgelösten 
Kontraktion wurde als die maximale Kontraktion des Gefäßes definiert. Im nächsten Schritt 
sollte die  Intaktheit des  Gefäßendothels geprüft werden.  Dazu wurden  die Gefäßringe nach 
Äquilibrierung  im  Organbad  mit kumulativ  steigenden  Dosen  des  Thromboxan-Analogons 
U46619  (9,Il-Dideoxy-Ila,9a-Epoxymethanoprostaglandin  F2<x),  beginnend  bei  O,IJ.lM 
soweit vorkontrahiert, dass ein stabiles  Kontraktionsplateau erreicht wurde.  Danach erfolgte 
die einmalige Gabe von  IJ.lM Bradykinin. Die endothelintakten Gefäßringe zeigten daraufhin 
eine  deutliche  Gefäßrelaxation  von  mindestens  80%,  Endothel-beschädigte  Gefäßringe  -
wenn  überhaupt - nur  sehr geringe Relaxationen.  Anschließend  wurde  der Organbadinhalt 
mehrfach mit Krebslösung ausgetauscht und eine erneute Äquilibrierung auf 5g abgewartet. 
Zur  Untersuchung  der  EDHF-Antwort  mussten  nun  die  Cyclooxygenase  sowie  die  NO-
Synthase  gehemmt  werden,  um  die  Bildung  von  vasoaktiven  Prostanoiden  sowie  NO  zu 
unterbinden.  Dies  geschah  durch  die  Zugabe  des  unselektiven  COX-Hemmers  Dicofenac 
(l0J.lM) und des kompetitiven NOS-Hemmers N"'-Nitro-L-Arginin (300IlM) in das Organbad. 
Mit  diesen Substanzen wurden  die Gefäßringe nun  über mindestens  30min inkubiert.  Nach 
gegebenenfalls  erfolgter  Zugabe  weiterer  Inhibitoren  wurden  Dosis-Wirkungskurven  nach 
Vorkontraktion mit dem Thromboxananalogon U466l9 erstellt. Nach Erreichen eines stabilen 
Kontraktionsplateaus von etwa 70-90% der dritten, maximalen kaliuminduzierten Kontraktion 
erfolgte  hierfür  die  Zugabe  kumulativ  steigender  Dosen  von  Bradykinin  (O,lnmol/l  -
Immol/I)  in  das  Organbad,  wobei  die  nächsthöhere Dosis jeweils im Umschlagspunkt der 
Kurve appliziert werden sollte. 
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Abbildung  4:  Foto  eines  Organbades mit  Kraftaufnehmer.  Man sieht einen auf zwei  Stahlhaken gespannten 
Arterienring in  IOml  Carbogen-begaster  Krebs-Henseleit-Lösung.  Der untere  Haken ist fixiert,  der  obere  mit 
dem Kraftaufnehmer verbunden. So war eine isometrische Kraftmessung möglich. 
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2.3 Membranpotentialmessungen von RCA-Segmenten 
N  ach  der  üblichen  Arterienpräparation  (siehe  2.1)  wurden  endothelintakte  Segmente  von 
rechten  Schweinekoronararterien  vorsichtig  der  Länge  nach  eröffnet,  auf  einen  Sylgard-
Boden  eines  beheizten  Bades  mit  der  Intima  nach  oben  befestigt  und  dann  mit  einer 
temperierten  HEPES-Tyrode  (37°C)  der  folgenden  Zusammensetzung  (mmol/l)  umspült 
(5ml/min):  NaCI  140;  KCI  4,7;  CaCIz  1,3;  MgCIz  1;  HEPES  10;  Glukose  5  (pH  7,4  mit 
NaOH).  Das Membranpotential wurde mit Glaskapillar-Mikroelektroden (Spitzenwiderstand 
von  80  bis  120MQ)  aufgenommen,  die  mit  KCI  (3mol/l)  gefüHt  und  an  einen  Hoch-
Impedanz-Verstärker (Intra 767, WPI) angeschlossen waren.  Das Anstechen ("Impa1ement") 
der  glatten  Gefäßmuskulatur  wurde  von  der  intimalen  Seite  her  vorgenommen.  Ein 
erfolgreiches  "Impalement"  zeigte  sich  durch  einen  plötzlichen  negativen  Sprung  des 
gemessenen Potentials von  der Basislinie herab (NuH-Abgleich),  welcher durch ein stabiles 
negatives Potential begleitet wurde und mindestens 3min anhielt. Die Zugabe von  Bradykinin 
in das Bad erfolgte mittels Bolusapplikation, um die benötigten Konzentrationen zu erreichen. 
Sämtliche  Experimente  wurden  in  der  Anwesenheit  von  N"'-Nitro-L-Arginin  (300IlmoIlI), 
Diciofenac (l0llmoIlI) und U46619 (lllmol/I) durchgeführt. 
2.4 Zellisolierung und Zellkultivierung 
Die  für  die  Western  Blot Analysen  verwendeten menschlichen  endothelialen  Nabelschnur-
venenzeHen  (HUVEC)  sowie  Endothelzel1en  von  Schweinekoronararterien  wurden  wie 
beschrieben (Popp et al.,  1996)  isoliert und  in  M-199-Medium mit  20%  hitzeinaktiviertem 
fötalem  Kälberserum  (Greiner)  und  50U/min  Penicillin,  Streptomycin  (50llglml)  und  L-
Glutamin (lmM) auf Quarz-Deckgläsern oder 35mm Kulturschalen kultiviert. 
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2.5 Western Blot Analysen 
Nach  Inkubation  der  HUVEC  mit  den  entsprechenden  Substanzen  (~9THC,  HU210, 
PD98059,  U0126)  wurden  die  Zellen  zweimal  mit  PBS-Puffer  gewaschen  und  darauf in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren. Anschließend erfolgte die Lysis der Zellen  durch  die 
Zugabe eines  Puffers  der folgenden  Zusammensetzung  (mmol/l):  Tris/HCI  50;  NaCI  150; 
Natriumpyrophosphat 10;  Natriumfluorid 25;  EDTA 2;  EGTA 2;  Orthovanadat 2;  Protease-
Inhibitoren-Mischung aus Trypsin-Inhibitor 1O)lg/ml; Leupeptin 2)lg/ml; Pepstatin A 2)lg/ml; 
Antipain 2)lg/ml; Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 40)lg/ml (pH 7,5;  1% Triton X-100). 
Nun wurden die Zellen mit einem Spatel vom Boden gelöst, in Eppendorfhütchen gegeben 
und  nach  zehnminütiger Inkubation  auf Eis  IOmin  bei  13000U/min  mittels  Zentrifugation 
sedimentiert.  Nach dem Zentrifugieren schloss sich  eine Proteinbestimmung nach  Bradford 
(Bradford, 1976) aus dem Triton X-100 löslichen Überstand an, danach wurde der Überstand 
bis zur weiteren Verwendung bei 70°C aufbewahrt. 
Für die Gelelektrophorese wurden die Proben dann für 5min bei 95°C in Probenpuffer erhitzt 
(2%  SDS  (Natriumduodecylsulfat);  5%  ß-Mercaptoethanol;  IO%Glycerin;  0,00 I % 
Bromphenolblau; 63mM Tris-HCl (pH  6,8)  ),  bei  5000g für eine Minute zentrifugiert und 
anschließend auf ein SDS-Polyacrylamidgel bestehend aus 6%igem Sammelgel und 12%igem 
Trenngel aufgetragen. Nun erfolgte die elektrophoretische Auf  trennung der Proteine bei einer 
Stromstärke von 60mA über eine Stunde. Der Laufpuffer bestand aus  192mM Glycin, 3,6mM 
SDS  und  25mM  Tris-HCI.  Anschließend  erfolgte  die  Übertragung  der  Proteine  auf eine 
Nitrocellulosemembran (Biorad). Der ca.  60-minütige Transfer fand in einem Transferpuffer 
(160mM  Glycin;  25mM Tris-HCl  und  20%  Methanol) bei einer Spannung von  150V  und 
einer maximalen Stromstärke von 250mA statt. Die Nitrocelluloseblots wurden nun zweimal 
mit Wasser gewaschen und anschließend  30sec in  0,2%  Ponceau  S-Lösung gefärbt.  Nach 
Entfernen  des  ungebundenen  Farbstoffs  mit  Wasser  konnte  anhand  der  Intensität  der 
Proteinfärbung der Erfolg des Transfers sowie die gleichmäßige Beladung des Gels überprüft 
werden. Nach Entfärben der Nitrocellulose-Blots in Puffer A (Tween 200,05%; NaCI 20mM; 
Tris-HCI 50mM (pH7,4) ) wurden  nun die unspezifischen Proteinbindungsstellen über eine 
Stunde mit 3%igem Rinderserumalbumin geblockt (Puffer B; enthält ferner 0,05% Tween 20, 
20mM  NaCl,  50mM  Tris-HCl  (pH  7,4)  ).  Bei  4°C  erfolgte  daraufhin  die  12-stündige 
Inkubation der Blots mit einem spezifischen, polyklona1en Antikörper (1:1000 in  Puffer B; 
Kaninchen)  gegen  die  aktivierten,  phosphorylierten  mitogen-aktivierten  Proteinkinasen 
(MAP-Kinasen) ERKI/2 (New England Biolabs) bzw. einem monoklonalen Antikörper gegen 
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das Connexin 43-Protein (Cx43). Anschließend wurden die  Blots fünfmal  mit Puffer A und 
nachfolgend zweimal mit Puffer C (20mM NaCI, 50mM Tris-HCI, (pH 7,5»  gewaschen, um 
die ungebundenen Antikörper zu entfernen. Nach erneuter Inkubation in Puffer B wurden die 
Blots  für  eine  Stunde  bei  Raumtemperatur  mit  einem  Meerrettichperoxidase-gekoppelten, 
polyklonalen Antikörper (I:  10000 in Puffer B, Ziege), der sich gegen die konstante Region Fc 
von  y-Immunglobulinen  des  Kaninchens  richtet,  inkubiert.  Der  ungebundene  Antikörper 
wurde  durch  Waschen  (s.o.)  entfernt  und  anschließend  die  Peroxidase-katalysierte 
Chemiluminiszenz-Reaktion  gestartet  (ECL,  Amersham-Buchler,  Deutschland).  Nach 
Auflegen eines Röntgenfilms (Fuji RX-FiJm; Du Pont de Nemours) konnten die ERKI!2 bzw. 
p-ERKI!2-Banden  sowie  die  Cx43-Banden  als  lokale  Schwärzungen  des  Films  detektiert 
werden. 
2.6  Radioaktive  metabolische Darstellung  des  phosphorylierten  gap junction-Proteins 
Connexin43 
Die hierfür benötigten Endothelzellen wurden in phosphatfreier Tyrode-Lösung der folgenden 
Zusammensetzung gewaschen (in mM):  NaCI  140; KCI4,7; CaCh 1,3; MgCh 1; HEPES 10; 
Glukose 5 (pH 7,4 mit NaOH) und anschließend mit radioaktiver Phosphorsäure über acht bis 
zehn Stunden inkubiert (Hl2p04'; 30IlM; 0,125mCilml). Der Stimulation folgend wurden die 
Zellen zweimal gewaschen und in Immunoblotting-Lysispuffer (Zusammensetzung siehe 2.4) 
Iysiert. Das Connexin 43-Protein wurde nach  Zentrifugation vom Überstand (10min; 10000g) 
mit  41lg  polyklonalem  anti-Connexin-43-Antikörper  immunpräzipitiert  und  der  Antigen-
Antikörper-Komplex  mit  Pansorbin  (50111)  gefällt  (Calbiochem,  Bad  Soden,  Deutschland) 
Nun  wurde  der  Antikörper/Pansorbin  Niederschlag  in  SDS-Probenpuffer  gekocht  und 
zentrifugiert.  Der  Überstand  wurde  auf  SDS-Laufpuffer  übertragen  und  auf  PVDF-
Membranen transferiert.  Nach mehreren Waschschritten wurde  32P-markiertes  Connexin 43 
durch  Autoradiographie dargestellt,  anschließend erfolgte die Connexin-Protein-Darstellung 
mittels  Western Blot Analysen mit einem monoklonalen Connexin 43-Antikörper. 
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2.7 Statistik 
Die  Angabe  sämtlicher  Werte  erfolgte  als  Mittelwert  +/- des  Standardfehlers  der 
Standardabweichung  (SEM  =  standard  error  of  the  mean).  n  bedeutet  die  Anzahl  der 
unabhängigen  einzelnen  Versuchsansätze  bzw.  der  einzelnen  Herzen,  aus  denen  die  im 
Versuch  benötigten  Arterien  gewonnen  wurden.  Die  Registrierung  von  Kontraktion  und 
Relaxation  der  Gefäße  erfolgte  im  Organbadversuch  anhand  von  Veränderungen  der 
Vorspannung  in  Gramm.  Das  Relaxationsverhalten  nach  Gabe  eines  Vasodilatators  wurde 
prozentual  zur maximalen  Vorkontraktion  mittels  des  Vasokontriktors  U46619  angegeben, 
die  Kontraktion  durch  kontrahierend  wirkende  Agonisten  wurde  immer  in  Relation  zur 
maximalen  Vorkontraktion  mit  Kaliumchlorid  gesetzt.  Für  die  einzelnen  Dosiswirkungs-
kurven wurden getrennt die Konzentrationen des Vasodilatators berechnet, unter denen es zu 
einer halbmaximalen  Relaxation  gekommen  war  (EC50).  Wenn  bei  einer Dosis-Wirkungs-
kurve die Berechnung einer EC50  nicht möglich war, erfolgte die Ermittlung der maximalen 
Relaxation Rmax. Berechnungen sowie graphische Darstellungen wurden mit dem Software 
Programm Graph Pad Prism 3.0 durchgeführt.  Die statistische Analyse erfolgte mittels des 
Students' t-test für paarige sowie unpaarige Stichproben, einer einseitigen oder zweiseitigen 
Varianzanalyse  (ANOVA),  an  die  sich  dann  ein  Bonferroni-Test  anschloss.  Eine 
Irrtumswahrscheinlichkeit  von  *p<0,05  wurde  als  statistisch  signifikant,  eine 
Wahrscheinlichkeit von **p<O,OI als hochsignifikant eingeschätzt. 
2.8 Substanzen 
Bradykinin  kam  von  Bachern Biochemica GmbH  (Heidelberg,  Deutschland)  und  wurde  in 
Wasser  gelöst.  Die  MEK-Inhibitoren  PD98059  und  U0126  wurden  von  Calbiochem-
Novabiochem  (Bad-Soden,  Deutschland)  bezogen  und  in  DMSO  gelöst  (Stammlösung 
PD98059:  25mM;  U0126:  2,5mM).  Die  gap  junction-Inhibitoren  18a-Glycyrrhetinsäure 
(I8a-GA)  und  18ß-Glycyrrhetinsäure  (I8ß-GA)  kamen  von  Sigma  Chemical  Co 
(Deisenhofen,  Deutschland)  und  wurden  in  DMSO  gelöst  (Stammlösung jeweils  lOmM). 
Carbenoxolon, ebenfalls von Sigma, löste sich in Ethanol (96%) (Stammlösung 100mM). /.',.9_ 
Tetrahydrocannabinol kam von RBI (Research Biochemicals International), gelöst in  Ethanol 
(96%)  (Stammlösung  31,8mM).  Der  monoklonale  Connexin  43-(Cx43)-Antikörper  wurde 
von  Transduction  Laboratories  (Lexington,  Kentucky)  bezogen,  die  Phospho-ERKl/2 
20 
, 
• Material und Methoden 
(Thr202/Tyr204 erkennend) sowie die ERKl/2-Antikörper kamen von New England Biolabs 
fnc.  (Beverly,  Maine).  Das  M-199  Medium  wurde  von  GIBCO  (Berlin,  Deutschland) 
bezogen.  Es  wurden  HU210  (3-(1, I-Dimethyheptyl)-( -)-Il-HydroxY-d 
8
_ 
Tetrahydrocannabinol)  von  Biotrend  (Köln,  Deutschland)  und  U46619  (9,Il-Dideoxy-
I1 a,9a-Epoxymethanoprostaglandin F2a) von Alexis Biochemicals (Grünberg, Deutschland) 
verwendet.  Ethylendiamintetraessigsäure  Dinatrium-Calciumsalz  (Tritiplex®)  wurde  von 
Merck  (Darmstadt,  Deutschland),  N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-Ethansulfonsäure 
(HEPES) von Serva (Heidelberg, Deutschland) bezogen. 
Alle  weiteren Substanzen kamen  von  Sigma und wurden in  Wasser oder Puffer gelöst:  N"'-






3.1  Einfluss  von  Cannabinoiden  auf  die  EDHF-vermittelte  Gefäßrelaxation  von 
Scbweinekoronararterien 
Aus Voruntersuchungen (Fleming et ai.,  1999) war bekannt, dass der endogene Ligand am 
CBj-Cannabinoidrezeptor  Arachidonylethanolamid  (=Anandamid)  die  COX- und  NOS-
unabhängige, EDHF-verrnittelte Relaxation hemmt. Es wurde daher zunächst untersucht, ob 
dieser Effekt auch bei anderen CBj-Rezeptoragonisten zu beobachten ist, um den möglichen 
zugrunde liegenden Signaltransduktionsweg charakterisieren zu können. 
An der isolierten Koronararterie des Schweins hemmte t,9-Tetrahydrocannabinol (3011M) die 
EDHF-verrnittelte  Relaxation  auf  Bradykinin  (Abb.  5)  (Rmax:  THC  33,27  +/- 13,52; 
Kontrolle 90,95 +/- 3,27; *p<0,05), während die Endothel-unabhängige Relaxation auf den 
selektiven Kaliumkanalöffner Cromakalim nicht beeintlusst wurde (Abb. 6). 
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Abbildung  5:  Effekt  von  A
9-Tetrabydrocannabinol  (THC;  301JM)  auf  die  EDHF-vermittelte 
Gefäßrelaxation in Scbweinekoronararterien. Dosis-Wirkungs kurven nach Gabe von Bradykinin in U44619-
vorkontrahierten Koronararterien in Anwesenheit von Diclofenac (lOj.tM) und Nitro-L-Arginin (300j.tM) in An-
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Abbildung  6:  Effekt  von  a
9-Tetrahydrocannabinol  (THC;  30J.LMJ  auf  die  Endothel-u"nabhängige 
Relaxation durch den  selektiven  Kaliumkanalöffner Cromakalim.  Dosis-Wirkungskurven  nach  Gabe  des 
ATP-abhängigen  Kaliumkanaläffners  Cromakalim  (I00nM-IOI-lMJ  in  An- und  Abwesenheit  von  THC.  n=9, 
p=nicht signifikant. 
3.2  Effekte  einer Hemmung  von  ERKl/2 auf die  Cannabinoid-induzierte Hemmung 
EDHF  -vermittelter Gefäßprozesse 
Da bereits gezeigt wurde, dass Cannabinoide in  der Lage sind die  extrazellulär regulierten 
Kinasen  1/2 (ERKI/2) zu aktivieren (Bouaboula er al.,  1996; Wartmann et al.,  1995), wurde 
nun  der  Einfluss  von  Hemmstoffen  der MAP-Kinase-Aktivierung  (MEK-Inhibitoren;  hier 
PD98059  und  U0126)  auf  die  Cannabinoid-induzierte  Hemmung  der  EDHF-Antwort 
untersucht. 
Sowohl PD98059 (50/lM) als  auch  U0126 (lO/lM) führten  zu einer Blockierung der THC-
vermittelten Hemmung der EDHF-Relaxation (Abb.7). Zusätzlich führten  beide Substanzen 
zu einer leichten Desensibilisierung gegen den Vasokonstriktor U46619 (Abb.8) und zu einer 
Linksverschiebung der Dosis-Wirkungskllrve der EDHF-vermittelten Relaxation in  Kontroll-
gefäßen  (Abb.  9).  Die  Gesamtantwort der endothelabhängigen  Relaxation  nach  Gabe  von 
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Abbildung  7:  Einflnss  der  MEK·lnhibitoren  PD980S9  (PD;  SOj1M)  und U0126  (UO;  lOj1M)  auf die 
Cannabinoid·induzierte Hemmung der EDHF·vermittelten Genißrelaxation in Schweinekoronararterien. 
Dosis-Wirkungskurven nach Gabe von Bradykinin in U44619-vorkontrahierten Koronararterien in Anwesenheit 
von  Diclofenac  (lO!JM).  Nitro-L-Arginin  (300!JM)  und  THC  (30J.lM).  n=6,  p<0,05.  (Rmax:  THC:  33,26  +1-
13,52; THC+PD:  93,64+1- 2,02; bzw. Rmax THC: 56,6 +1- 13,46; THC+UO: 77,36 +1- 8,41) n=6, p<0,05 
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Abbildung  8:  Desensibilisierung  von  PCA  gegen  den  Vasokonstriktor  U46619  durch  die  MEK· 
Inhibitoren  PD980S9  und  U0126.  Für  eine  Kontraktion  von  80%max  (links)  benötigtes  U46619  nach 
Inkubation mit PD98059 (PD; 50!JM) oder U0126 (UOI26;  !O!JM).  (Kontrolle 4,182 +1- 1,09; PD/U  6,909 +1-
1,52) *p<0,05; n=11. 
24 Ergebnisse 
100  - 100 





CU  ...  - c 
~ 
- 80  c 
0 
60  ~  60 
CU  ... 
40  - c  40 
0 
~ 
20  Kontrolle  20  b,.  Kontrolle 
0  • PD  0  • UO 
-10  -9  -8  -7  -6  -10  -9  -8  -7  -6 
Bradykinin logM  Bradykinin logM 
Abbildung 9: Einfluss der MEK-Inhibitoren PD98059 (PD; 501lM) und U0126 (UO;  101lM) auf die EDHF-
vermittelte Gefäßrelaxation in Scbweinekoronararterien. Dosis-Wirkungskurven auf Bradykinin in U44619-
vorkontrahierten Koronararterien in Anwesenheit von Diclofenac (lOj.lM) und Nitro-L-Arginin (300j.lM). (linke 
Grafik: (logEC50 Werte) Kontrolle: -7,40 +/- 0,24; PD98059: -8,09 +/- 0,15 (p<O,Ol), rechte Grafik: Kontrolle:-
7,40 +/- 0,21 U0126: -8,00 +/- 0,20 (p<O,l) 
100  - ~  0  80  - c 
0 
:;=  60  .:.:: 
CU  ...  - c  40  0 
~  ...  Kontrolle 
20  o  PD 98059 
'V  U  0126 
0 
-10  -9  -8  -7  -6 
Bradykinin logM 
Abbildung 10: Einfluss der MEK-Inhibitoren PD98059 und U0126 auf die NO-abhängige Gefäßrelaxation 
in Schweinekoronararterien. Dosis-Wirkungskurven nach Gabe von Bradykinin in U44619-vorkontrahierten 
Koronararterien  in  Anwesenheit  von  Diclofenac  (lOIlM)  und  Abwesenheit  eines  NO-Synthasehemmers; 




3.3  Einfluss  von  ~9-Tetrahydrocannabinol und  PD98059  auf  die  EDHF-vermittelte 
Hyperpolarisation von Schweinekoronarartreien 
Da  die  Wirkung  von  EDHF  auf  der  endothel  vermittelten  Hyperpolarisation  der  glatten 
Gefäßmuskelzellen beruht, wurde der Effekt von THC und dem Hemmer der MAP-Kinase-
Aktivierung PD98059 auf die Bradykinin-induzierte Änderung des Membranpotentials in der 
Muskularis  der  Schweinekoronararterien  untersucht.  Hierbei  zeigte  sich  eine  signifikante 
Abnahme der  Hyperpolarisation in Anwesenheit des Cannabinoids  ~9-THC (-3,48  +/- 1,79 
mV) gegenüber der Kontrolle (23,75 +/- 3,00 mV).  In Anwesenheit von PD98059 wurde der 
hyperpolarisationshemmende Effekt von ~9_THC aufgehoben (19,57 +/- 5,63 mV). 
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Abbildung  11:  Effekt von a
9-Tetrahydrocannabinol (TUe:  lOI1M)  und  PD980S9  (PD:  SOIlM)  auf die 
Bradykinin-induzierte,  EDUF-vermitteIte  Uyperpolarisation.  Membranpotential-Registrierungen  an 
Schweinekoronarsegmenten  mittels  Glaskapillar-Mikroelektroden  in  Anwesenheit  von  U46619  (O,II1M), 




3.4 Einfluss von Cannabinoiden auf die Phosphorylierung von ERK1I2 
Da  die  hemmenden  Effekte  von  THC  auf  die  EDHF-vermittelte  Gefäßrelaxation  und 
Hyperpolarisation jeweils durch Hemmstoffe der MAP-Kinase-Aktivierung blockiert werden 
konnten,  wurde  nun  mittels  Western  Blot  Analysen  untersucht,  ob  eine  Inkubation  mit 
Cannabinoiden  in  EndothelzeIlen  zu  einer  Änderung  des  Phosphorylierungszustands  und 
damit des Aktivitätszustands von ERKl/2 führt. 
ß9-THC  (Abb.12B)  und  auch  der  selektive  Cannabinoidrezeptoragonist  HU210  (Abb.12A) 
erhöhten dabei passager die ERKl/2-Phosphorylierung. Eine Zunahme der Phosphorylierung 
von  ERKl/2  war  bereits  fünf  Minuten  nach  Zugabe  von  ß9-THC  sowie  HU210  zu 
beobachten, erreichte nach ca. 30 Minuten ihr Maximum und kehrte nach etwa einer Stunde 
wieder auf ein  KontroIIniveau  zurück.  Ferner war  zu  beobachten,  dass  diese  Cannabinoid-
induzierte Aktivierung der ERKl/2 MAP-Kinasen durch Zugabe von PD98059 sowie U0126 
vollständig verhindert werden konnte. 
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Abbldung 12A: Effekt des selektiven Cannabinoidrezeptoragonisten HU210 auf die Phosphorylierung von 
ERKI/2 in  An· und Abwesenheit der Hemmstoffe der MAP-Kinase.Aktivierung PD98059  (PD; 501JM) 
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Abbildung 12B: Effekt von a
9-THC auf die Phosphorylierung von  ERK1/2 iu Au- uud Abwesenheit der 
Hemmstoffe der MAP-Kinase-Aktivierung PD980S9  (PD; SOIlM)  und U0126 (UO;  20IlM).  Western  Blot 




3.5  Effekt  von  A
9-Tetrahydrocannabinol  auf  die  Connexin-Phosphorylierung  in 
menschlichen Endothelzellen 
Als  ein  möglicher  zellulärer  Angriffspunkt,  über  den  Cannabinoide  die  nachgewiesene 
Hemmung der EDHF-vermittelten Gefäßrelaxation und  Hyperpolarisation bewirken,  sollten 
nun  gap junctions näher untersucht werden.  Die Offenwahrscheinlichkeit von  gap junctions 
wird  durch  spezifische Phosphorylierung der Connexin-Proteine gesteuert, aus  weIchen die 
einzelnen gap junctions zusammengesetzt sind.  Mit Western Blot Analysen und Radiophos-
phatmarkierung  wurde  nun  der  Phosphorylierungszustand  von  Connexin  43  (Cx43),  des 
vorherrschenden  Connexins  in  menschlichen  Endothelzellen,  unter  dem  Einfluss  von  ..1.9_ 
Tetrahydrocannabinol untersucht. 




THC;  II!M)  in  den  Endothelzellen nach  15  Minuten  zu  einer deutlichen Zunahme der  32p_ 
Inkorporation  in  das  Connexin  43-Protein  führt,  sowie  eine  deutliche  Zunahme  der 
phosphorylierten  (PlIP2)  Connexin  43-Fraktionen  im  SDS-Polyacrylamidgel  bewirkt.  Die 
Phosphorylierung  von  Cx43  wurde  durch  die  vorherige Inkubation  der Endothelzellen  mit 
dem  Hemmstoff der  MAP-Kinase-Aktivierung  PD98059  fast  vollständig  verhindert,  was 
darauf hindeutet, dass die A
9-THC-induzierte Cx43-Phosphorylierung durch eine Aktivierung 
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Abbildung 13:  Effekt von a
9_THC auf die Phosphorylierung des gap junction-Proteins Connexin 43 (Cx43) 
in  An- und  Abwesenheit  von  PD980S9  (PD;  SOIlM).  Autoradiographie  (obere  Grafik)  von  Cx43-
Immunpräzipitaten und Western Blot Analyse (untere Grafik). 
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3.6  Effekt von Bradykinin und 1l,12-Epoxyeicosatriensäure auf die Phosphorylierung 
von Connexin 43 und ERK1I2 
Aus Voruntersuchungen war bekannt, dass Bradykinin in Endothelzellen ein starker Aktivator 
der MAP-Kinasen ist (Fleming et al.,  1995). Daher wurde nun untersucht, ob Bradykinin in 
der Lage ist,  in  menschlichen Endothelzellen  über eine Aktivierung  der MAP-Kinasen  zu 
einer Änderung des Phosphorylierungszustands von Cx43 zu führen, was die Rolle der MAP-
Kinasen an einer Modulation der gap junctions untermauern würde. 
Nach  der  Inkubation  mit  Bradykinin  (111M)  war  eine  deutliche  Zunahme  der  Cx43-
Phosphorylierung sowie der Phosphorylierung von ERKl/2 zu beobachten.  Dies hatte nach 
etwa zehn Minuten seine größte Ausprägung. Durch die Zugabe des  Hemmstoffs der MAP-
Kinase-Aktivierung U0126  (UD;  101lM)  konnte die Bradykinin-induzierte Phosphorylierung 
von Cx43 sowie ERKl/2 annähernd vollständig verhindert werden. 
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Abbildung 14A: Effekt von  Bradykiuin (Bk;  I/lM) auf die Phosphorylierung des  gap junction-Proteins 
Connexin 43 (Cx43) bzw. ERKI/2 in An- und Abwesenheit des Hemmstoffs der MAP-Kinase-Aktivierung 
U0126 (UO;  10 j.!M). Western Blot Analysen unter Verwendung monoklonaler Antikörper gegen Connexin 43 




In  einem zweiten  Versuchsansatz wurde  nun  geprüft,  ob  das  Cytochrom-P450-Derivat der 
Arachidonsäure,  1  1, 12-Epoxyeicosatriensäure (l1,12-EET), für weIches  angenommen wird, 
es  könne  sich  um  EDHF  handeln,  ebenfalls  einen  Einfluss  auf die  Phosphorylierung  von 
ERKl/2 bzw, Connexin 43 hat. 
Es ließ sich eine deutliche durch  11,12-EET induzierte Zunahme der phosphorylierten Cx43-
sowie  ERK1I2-Fraktion  verzeichnen.  Diese  gesteigerte  Phosphorylierung  hatte  nach  fünf 
Minuten ihre stärkste Ausprägung und nahm danach wieder leicht ab.  Durch die Zugabe des 
Hemmstoffs  der  MAP-Kinase  Aktivierung  U0126  (lOJlM)  konnte  die  durch  11,12-EET 
induzierte Phosphorylierung und damit Aktivierung von ERKl/2 und die durch sie vennittelte 
Phosphorylierung des gap junction-Proteins Connexin 43 fast vollständig verhindert werden. 
r- 1l,12-EET  ~  r11,12-EET + Da ~ 
Cx43 
pErkll2 
Abbildung 14A: Effekt von 11,12 Epoxyeicosatriensäure 01,12 EET; Ij1M) auf die Phosphorylierung des 
gap junction Proteins Connexin 43 (Cx43) bzw. ERK1I2 in An- und Abwesenheit von U0126 (UO;  lOlIM). 





3.7  Einfluss  von  Hemmstoffen  der  gap  junctions  auf  die  EDHF-vermitteIte 
Gefäßrelaxation in Schweinekoronararterien 
Aufgrund  der  Erkenntnisse,  dass  Cannabinoide  die  EDHF~vermittelte  Relaxation  und 
Hyperpolarisation  hemmen  und  zudem  über  eine  Aktivierung  der  MAP-Kinasen  zu  einer 
Phosphorylierung des  Connexin 43 Proteins führen,  wurde nun  im Organbad untersucht, ob 
die  klassischen  gap  junction-Hemmer  18a-Glycyrrhetinsäure  (l8a-GA;  100IlM),  18ß-
Glycyrrhetinsäure  08ß-GA,  101lM)  sowie  Carbenoxolon  (lOOIlM)  einen  Einfluss  auf die 
Mechanismen der EDHF-vermittelten Gefäßrelaxation in Schweinekoronararterien zeigen. 
Analog zu  Ergebnissen  früherer  Studien  (Beny  & Schaad,  2000)  konnte  in  den  Organbad-
untersuchungen sowohl für die Derivate der Glycyrrhetinsäure 18a-GA und 18ß-GA als auch 
flir  Carbenoxolon  kein  hemmender  Effekt  auf  die  EDHF-vermittelte  Gefäßrelaxation, 
ausgelöst durch Bradykinin, in Schweinekoronarien nachgewiesen werden (Abb ISA-C). 
Abbildung  ISA:  Effekt  des  gap juuction-Inhibitors  ISa-Glycyrrhetinsäure (ISa-GA,  100J-lM)  auf die 
EDHF  -vermittelte  Gefäß  relaxation  in  Schweinekoronararterien.  Dosis-Wirkungskurven  nach  Gabe  von 
Bradykinin in U44619-vorkontrahierten Koronararterien in  Anwesenheit von Dic\ofenac (lOJ.lM)  und Nitro-L-
Arginin (300J-lM). n=8. p=nicht signifikant. 
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Abbildung  15B:  Effekt  des  gap junction-Inhibitors Carbenoxolon  (lOOJ.LM)  auf die  EDHF-vermittelte 
Gefäßrelaxation in Schweinekoronararterien. Dosis-Wirkungskurven nach Gabe von  Bradykinin in U44619-
vorkontrahierten Koronararterien in Anwesenheit  von  Diclofenac  (1O~) und  Nitro-L-Arginin (300flM).  n=5. 
p=nicht signifikant. 
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Abbildung  15C:  Effekt  des  gap  junction-Inhibitors  181J-Glycyrrbetinsäure  081J-GA,  10J.LM)  auf  die 
EDHF-vermittelte  Gefäßrelaxation  in  Schweinekoronararterien.  Dosis-Wirkungskurven  nach  Gabe  von 
Bradykinin in  U44619-vorkontrahierten  Koronararterien  in  Anwesenheit von  Diclofenac  (10~) und  Nitro-L-
Arginin  (300~). 0=5, p=nicht signifikant. 
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3.8  Effekt  des  Adenylylzyklase-Inhibitors  2'5'-Dideoxyadenosin  auf  die  EDHF-
vermittelte Gefäßrelaxation in Schweinekoronararterien 
Von Cannabinoiden ist bekannt, dass sie zu einer Hemmung der Produktion von zyklischem 
Adenosinmonophosphat (cAMP) führen.  Mit dem Hemmer der Adenylylzyklase 2'5'-Dide-
oxyadenosin (DDA) wurde nun untersucht, ob ein zellulärer Abfall an cAMP die Hemmung 
EDHF-vermittelter Relaxation und Hyperpolarisation erklären kann. 
Mit Hilfe der Organbaduntersuchungen  konnte kein Einfluss von DDA auf die EDHF-ver-
mittelte Gefäßrelaxation in Schweinekoronarien festgestellt werden. 
Abbildung 16: Effekt von 2'S'·Dideoxyadenosin (DDA; 30J.iM) auf die EDHF·vermittelte Gefaßrelaxatiou 
in Schweinekoronararterien. Dosis-Wirkungskurven nach  Gabe von Bradykinin in U44619-vorkontrahierten 





Aus den  in  dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen geht hervor,  dass  Cannabinoide potente 
Hemmstoffe  der  NO- und  COX-unabhängigen,  EDHF-vermittelten  Hyperpolarisation  und 
Gefäßrelaxation  in  Schweineherzkranzarterien  sind.  Daneben  aktivieren  Cannabinoide  die 
extrazellulär regulierten Proteinkinasen ERKl/2, welche wiederum für die Phosphorylierung 
des gap junction-Proteins Connexin 43  und eine damit verbundene Entkopplung der Zell-zu-
Zell-Kommunikation zwischen den  Endothelzellen verantwortlich gemacht werden  konnten. 
In  Versuchen  mit  Hemmstoffen  der MAP-Kinase-Aktivierung  PD98059  und  U0I26 stellte 
sich  heraus,  dass  diese  Substanzen  die  Cannabinoid-induzierte  Hemmung  der  EDHF-
vermittelten  Gefäßrelaxation  komplett  aufheben  konnten.  Zudem  führten  die  MEK-
Inhibitoren  in  Abwesenheit  des  Cannabinoids  zu  einer  Verstärkung  der  Relaxation  im 
Vergleich  zu  Kontrollgefäßen.  Diese  Erkenntnisse  lassen  vermuten,  dass  die  molekularen 
Mechanismen,  die  der  Cannabinoid-induzierten  Hemmung  von  EDHF-vermittelten Gefäß-
relaxationen zugrunde liegen, zentral durch ERKl/2 gesteuert werden. 
4.1  Effekt  von  Agonisten  des  CBI-Cannabinoidrezeptors  auf die  EDHF-vermiUelte 
Gefäßrelaxation 
Cannabinoide,  die  biochemisch  aktiven  Bestandteile  von  Marihuana,  besitzen  über  ihre 
Wirkung  am  zentralen  CBI-Rezeptor  psychoaktive  Eigenschaften.  Zudem  konnte  gezeigt 
werden,  dass  Cannabinoide,  insbesondere  L'!.9-Tetrabydrocannabinol  (THC)  sowie  das 
endogene  Cannabinoid  Arachidonylethanolamid  (Anandamid),  über  periphere  Rezeptoren 
zahlreiche  somatische  Funktionen  beeinflussen  und  unter  anderem  auch  Effekte  auf das 
kardiovaskuläre  System  haben.  Sowohl  THC  (Vollmer  et al.  1974)  als  auch  Anandamid 
(Varga er al. , 1995) senken den Blutdruck und die Herzfrequenz. Diese Effekte sind einerseits 
Konsequenz  einer  zentralen  CBt-Rezeptor-Aktivierung,  andererseits  Folge  direkter 
dilatatorischer  Effekte  auf  die  GefäßmuskelzeIlen,  die  über  Endothel-abhängige  und 
unabhängige  Mechanismen  vermittelt  werden  (Hillard,  2000).  Über  die  molekularen 
Mechanismen, die der Cannabinoid-induzierten Vasodilatation zugrunde liegen, herrscht bis 
heute keine  vollständige  Klarheit.  Bislang wurden  zwei  Cannabinoid-Rezeptoren, der CBt-
und  CB2-Rezeptor,  identifiziert und  geklont.  In  verschiedenen  Studien  mit  dem  selektiven 




endothelialer CB-Rezeptoren zugeschrieben.  So konnte z.B.  für das endogene Cannabinoid 
Anandamid eine  Relaxation  in  den  afferenten juxtamedullären Arteriolen  in  der  Niere der 
Ratte  nachgewiesen  werden,  die  über  den  CBt-Rezeptor  vermittelt  wird  und  über  eine 
endotheliale  NO-Freisetzung  konsekutiv  zu  einer  verminderten  Sympathikusaktivität  der 
Nervenendigungen  in  der  Arteria  renalis  führt  (Deutsch  et  al.  1997).  Andere  Studien 
bezweifeln hingegen eine direkte Beteiligung von  CBt- und CB2-Rezeptoren an  einer durch 
Anandamid hervorgerufenen Vasodilatation (Wagner et al.,  1999; Randall et al.,  1998; White 
et  al.,  1998).  Für die  Anandamid-induzierte  Vasodilatation  in  Mesenterialgefäßen  werden 
zwei  verantwortliche  Reaktionswege  vorgeschlagen:  einer  über  einen  endothelialen 
SRI41716A-sensitiven nicht-CBt-Anandamid-Rezeptor und ein anderer über einen direkten 
SR 141716A-resistenten vasodilatierenden Effekt von Anandamid auf die glatte Gefäßmuskel-
zelle (Wagner et al.,  1999). Studien mit dem neurologisch und psychologisch nicht aktiven 
Cannabinoid  "abnormales  Cannabidiol"  (Abn-cbd)  lassen  die  Existenz  eines  bislang 
unbekannten endothelialen SRI417l6A-sensitiven Rezeptors für  Anandamid vermuten, der 
neben SR l4l716A auch durch Cannabidiol hemmbar ist. Die durch Abn-cbd hervorgerufenen 
Gefäßrelaxationen konnten jeweils durch die  Kombination  aus  Charybdotoxin und  Apamin 
gehemmt  werden  (Jarai  et  al.  1999).  Diese  Ergebnisse  führten  zu  der  Vermutung,  dass 
Cannabinoide  über  endotheliale  Rezeptoren  möglicherweise  die  Freisetzung  eines  EDHF 
bewirken, der dann über Ca
2+-aktivierte  Kc/-Kanäle die Hyperpolarisation und Relaxation 
der glatten Gefäßmuskelzelle bewirkt (Jarai et al.,  1999). Andere Studien zeigten jedoch auf, 
dass endogene Cannabinoide im Endothel durch die Cyc100xygenase über Arachidonsäure zu 
vasoaktiven Prostaglandinen verstoffwechselt werden können (Ellis et al.,  1995; Pratt et al., 
1998; Fleming et al., 1999). Ein hemmender Einfluss auf L-Typ Ca
2+-Kanäle konnte ebenfalls 
nachgewiesen werden. (Gebremedhin et al.,  1999). 
Der  vasodilatierenden  Wirkung  von  Cannabinoiden  steht  der  hemmende  Einfluß  der 
Substanzen auf die EDHF-vermittelte Relaxation gegenüber. So konnte an isolierten Arterien-
segmenten  von  Kaninchen  und  Schwein  gezeigt  werden,  dass  Anandamid  wie  auch  der 
selektive CBt-Rezeptor-Agonist HU210 die EDHF-vermittelte Relaxation hemmen (Fleming 
et al.  1999). Darüber hinaus gelang es in dieser Arbeit, die Hemmung der EDHF-vermittelten 
Relaxation  und  Hyperpolarisation  auch  für  den  CBt-Rezeptoragonisten  8
9-Tetrahydro-
cannabinol nachzuweisen. Der zugrunde liegende Mechanismus ist jedoch unklar. Es wurde 
vermutet, dass die Produktion von EDHF über eine Aktivierung des CBt-Rezeptors gehemmt 




endothelialen  ERKI/2  MAP-Kinasen  und  interendotheliale  sowie  myoendotheliale  gap 
junctions im Cannabinoid-Signaltransduktionsweg eine entscheidende RoHe spielen. 
4.2 Effekt von Cannabinoiden auf die MAP-Kinasen ERKl/2 
Anhand von Untersuchungen an transfizierten Ovarialzellen des chinesischen Hamsters sowie 
an menschlichen diploiden WI-38-Fibroblasten wurde gezeigt, dass Cannabinoide in der Lage 
sind, die extrazellulär regulierten  Kinasen  1/2  (ERKI/2) zu  aktivieren, die zur Familie der 
mitogen  aktivierten  Proteinkinasen  (MAP-Kinasen)  gehören  (Bouaboula  et  al.,  1996; 
Wartmann et al.,  1995).  Mit  Hilfe  von Western Blot Analysen gelang in der vorliegenden 
Arbeit der Nachweis, dass es  in  menschlichen Endothelzellen nach Inkubation mit den CB1-
Rezeptoragonisten ß
9-Tetrahydrocannabinol sowie  HU210 zu einem deutlichen Anstieg der 
Phosphorylierung und damit der Aktivität von  ERKI/2 kommt.  Dieser Effekt konnte durch 
die vorherige Inkubation mit Substanzen, die die MAP-Kinase-Kinase (MEK) und damit die 
Aktivierung der MAP-Kinasen wie u.a.  ERKl/2 hemmen,  vollständig blockiert werden.  In 
unseren Versuchen waren dies PD98059 und U0126. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, 
dass  Cannabinoide in  Endothelzellen über Phosphorylierungsprozesse zu  einer Aktivierung 
der MAP-Kinasen wie z.B. ERKI/2 führen. 
4.3  Effekt  von  CB1-Rezeptoragonisten  auf  zelluläre  Strukturen  und  SignaItrans-
duktionswege 
Der  zentrale  CB1-Cannabinoidrezeptor  konnte  bislang  mit  einer  Vielzahl  an  biologischen 
Effekten in Verbindung gebracht werden. So gilt als erwiesen, dass eine CB1-Aktivierung zu 
einer  Hemmung  der  Adenylylzyklase  mit  konsekutiv  erniedrigten  Spiegeln  an  zyklischen 
Nukleotiden  führt  (Howlett  et al.,  1985).  Daneben  haben  CB1-Aktivatoren  Modulationen 
zellulärer Ionenkanäle zur Folge (Mackie et al., 1992).  Neben den Ergebnissen dieser Arbeit, 
die  eine  Cannabinoid-induzierte  Aktivierung  der  extrazellulär  regulierten  MAP-Kinasen 
ERKI/2 aufzeigen, führten frühere Untersuchungen bereits zu der Erkenntnis, dass in mit dem 
CB1-Rezeptor transfizierten Ovarial zellen die konstitutive Aktivität der MAP-Kinase erhöht 
war (Bouaboula er  al.,  1997).  Zudem  führte  eine  Stimulation CB1-transfizierter Zellen mit 
Cannabinoiden  zu  einer  Aktivierung  des  "intermediate  early  gen"  Krox-24.  Diese 
37 Diskussion 
Cannabinoideffekte werden durch  ein Pertussistoxin-sensitives Guanin-Nuc1eotid-Bindungs-
protein (Gi-Protein)  vermittelt. Die erhöhten MAPKlKrox-24-Aktivitäten ließen sich  in  den 
Experimenten genauso wie die  Aktivierung der MAP-Kinasen-Kaskade durch Agonisten  an 
Rezeptoren  der  Rezeptor-Tyrosinkinase-Familie wie  Insulin oder Insulin-like-growth-factor 
(lGF) (Luttrell, 1995) durch den selektiven CBj-Rezeptorantagonisten SRI41716A aufheben 
(Bouaboula  et  al.,  1997).  Daneben  beschreiben  andere  Studien  die  Hemmbarkeit  einer 
Cannabinoid-induzierten  Aktivierung  der  MAP-Kinase  durch  CB1-Rezeptor-Antisense-
Oligonuc1eotide (Liu er al., 2000). 
Wir  konnten  feststellen,  dass  !i9-Tetrahydrocannabinol  (THC)  und  HU210  sowohl  die 
elektrische  Kommunikation  als  auch  den  Transfer des  Farbstoffs  Luciferyellow  zwischen 
Endothelzellen  hemmen,  indem  sie  die  Zell-zu-Zell-Kommunikation  via  gap  junctions 
hemmen  (im  Rahmen  dieser Arbeit  nicht  vorgestellt,  siehe  Brandes  et al.,  2002).  In  den 
Organbaduntersuchungen  dieser  Arbeit  wurden  weder  die  NO-vermittelte  Vasorelaxation 
noch  die  durch  den  ATP-abhängigen  K+-Kanal-Öffner  Cromakalim  vermittelte Relaxation 
durch !i9-Tetrahydrocannabinol (THC), PD98059 oder U0126 beeinflusst. Insgesamt deuten 
diese  Ergebnisse  darauf  hin,  dass  Cannabinoide  spezifisch  in  EDHF-Signallingprozesse 
eingreifen müssen. Ein direkter Effekt der Cannabinoide via CB1-Rezeptor auf den B2-Kinin-
Rezeptor  der  Endothelzelle  scheint  aufgrund  der  unveränderten  NO-Antwort  auf  B2-
Agonisten  wie  Acetylcholin  oder  Bradykinin  unwahrscheinlich.  Zudem  kann  auch  eine 
Hemmung der cAMP-Produktion als  Konsequenz der CB1-Aktivierung durch Cannabinoide 
(Howlett  er  al.,  1986;  Bouaboula et al.,  1995/1996)  nicht  zur Erklärung der Cannabinoid-
induzierten Änderungen der EDHF-Effekte herangezogen  werden,  da  der Adenylylzyklase-
Inhibitor 2T-Dideoxyadenosin in den Organbadexperimenten keinen Einfluss auf die EDHF-
vermittelten Relaxationen hatte. 
Das endogene Cannabinoid Anandamid ist in der Lage neben ERKI/2 die p38-MAP-Kinase 
sowie  die  c-lun-Proteinkinase  zu  aktivieren  (Liu  er  al.,  2000).  In  unserer  Studie  zeigten 
Hemmstoffe der Proteinkinase C sowie der p38-MAP-Kinase jedoch keinen Eint1uss auf die 
Cannabinoid-induzierte  Hemmung  der  Kommunikation  via  gap  junctions  (Brandes  et al., 
2002),  was  eine  direkte  Beteiligung  dieser  Kinasen  an  den  Cannabinoid-Effekten  relativ 
unwahrscheinlich macht. 
Mittlerweile wurde  beschrieben, dass  Cannabinoide in  differenzierten  Maus-Neuroblastom-
zellen  über  eine  Tyrosin-Phosphorylierung  zur  Aktivierung  einer  "focal-adhesion-kinase-




induzierte  FRNK-Tyrosin-Phosphorylierung  könnte  neue  Ansätze  in  der  Untersuchung 
Cannabinoid-induzierter Änderungen zellulärer Signallingprozesse ergeben. 
4.4 Rolle des CHI-Rezeptors 
Da die hemmenden Effekte von THC auf gap junctions nur zu einem gewissen Teil durch den 
selektiven CB,-Rezeptor-Antagonisten SR141716A aufgehoben werden konnten (Brandes et 
al., 2002), ist wahrscheinlich, dass die Cannabinoid-induzierten Effekte auf die Zell-zu-Zell-
Kommunikation via gap junctions zumindest teilweise über CB,-unabhängige Mechanismen 
vermittelt  werden.  In  den  Organbadexperimenten  wurden  für  die  Hemmung  der  EDHF-
vermittelten  Gefäßrelaxationen  in  Schweinekoronararterien  jeweils  deutlich  höhere 
Konzentrationen von THC und HU210 benötigt als sie für eine selektive Aktivierung der CB-
Rezeptoren notwendig sind. Obwohl über den CB,-Rezeptor das inhibitorische G-Protein GIXi 
aktiviert werden kann  und es daraufhin konsekutiv zu  einer Hemmung der Adenylylzyklase 
sowie zu einer Aktivierung von ERKI/2 kommt (Howlett et al.,  1986; Childers et al.,  1992; 
Childers et al.,  1993),  findet  sich  in  verschiedenen  Studien bereits der  Nachweis, dass  die 
Aktivierung dieser Enzymkaskade in Astrozyten und Fibroblasten nicht rezeptorvermittelt ist 
(Bouaboula et al.,  1995; Bouaboula et al.,  1996;  Bayewitch et al.,  1995).  Und obwohl die 
Hemmung  der  Adenylylzyklase  via  GIXi  die  Aktivierung  der  MAP-Kinasen  zu  vermitteln 
vermag  (Haneda  et al.,  1996),  ist  dieser  Mechanismus  nicht  verantwortlich  für  die  CB-
Agonist-induzierte Aktivierung dieser Enzyme in Astrozyten. (Bouaboula et al.,  1995). Viele 
beobachtete  Effekte  von  Cannabinoiden  wurden  daher  als  rezeptorunabhängige  Ereignisse 
eingeordnet.  So  hemmen  beispielsweise  hohe  Konzentrationen  von  CB-Agonisten  die 
Bildung des "second messengers"  Inositoltriphosphat (lP3)  (Nah et al.,  1993) und führen  zu 
einer  Freisetzung  intrazellulären  Calciums  (Felder  et  al.,  1992;  1993)  sowie  zu  einer 
Freisetzung von  Arachidonsäure (Howlett et al.,  1995). Ein möglicher Erklärungsansatz für 
diese  rezeptorunabhängigen  Effekte  ist  die  direkte  Einlagerung  der  Cannabinoide  in  die 
Zellmembran  und  eine  dadurch  bedingte  direkte  Beeinflussung  von  integrierten 
Membranproteinen wie z.B. GIXi (Bayewitch et al.,  1995). 
Auch  die  hemmenden  Effekte  der  Cannabinoide  auf  die  EDHF-vermittelten 
Gefäßrelaxationen und -hyperpolarisationen bzw. ihre entkoppelnden Eigenschaften  auf die 




eine  Cannabinoideinlagerung  in  die  Zellmembran  mit  direkter  Beeinflussung  integraler 
Membranproteine zu erklären. Für die Evaluierung der exakten Signalkaskade Cannabinoid-
induzierter  Effekte  sind  weiterflihrende  Untersuchungen  notwendig.  Eine  essentielle 
Beteiligung  eines  CB-Rezeptors  hieran  ist  jedoch  mit  großer  Wahrscheinlichkeit 
auszuschließen. 
4.5  Beteiligung  von  ERK1I2  an  der  Cannabinoid-induzierten  Hemmung  EDHF-
vermittelter  Hyperpolarisation und Relaxation 
Nachdem festgestellt werden konnte, dass Cannabinoide ERKI/2 aktivieren, wurde nun eine 
mögliche  Beteiligung  von  ERKI/2 an  einem  Cannabinoid-Signaltransduktionsweg  mittels 
Organbadexperimenten  und  Membranpotentialaufzeichnungen  näher  untersucht.  Die 
Hemmstoffe der ERKl/2-Aktivierung PD98059 sowie U0126 waren jeweils in der Lage, die 
durch 8
9-Tetrahydrocannabinol induzierte Hemmung der EDHF-vermittelten Relaxation und 
Hyperpolarisation  aufzuheben,  ohne  einen  Einfluss  auf die  NO-vermittelte  Relaxation  zu 
nehmen.  Daneben  verbesserten  PD98059  und  UOl26  in  Abwesenheit  von  8
9-THC  die 
Bradykinin-induzierte EDHF-vermittelte Relaxation gegenüber Kontrollgefäßen  und  flihrten 
zudem zu einer Desensibilisierung gegenüber dem Vasokonstriktor U46619.  Dies  legt  eine 
zentrale Rolle von ERKl/2 in der Cannabinoid-induzierten Hemmung der EDHF-vermittelten 
Gefäßrelaxation  nahe.  Der  zelluläre  Mechanismus,  über  welchen  die  MAP-Kinasen  die 
Cannabinoid-induzierte  EDHF-Hemmung  vermitteln,  ist  jedoch  noch  ungeklärt. 
Möglicherweise kommt es nach ERKl/2-Aktivierung zu Phosphorylierungsprozessen von rür 
die EDHF-Antwort essentiellen Proteinen, wie Z.B. der Na+/K+-ATPase oder K+-Kanälen. Ein 
solcher  Mechanismus  konnte  bereits  flir  spannungsabhängige  K+-Kanäle  im  Gehirn 




4.6 Einfluss von ERKl/2 auf die Funktion von gap junctions in Endothelzellen 
Die direkte heterozelluläre Kommunikation via gap junctions zwischen Endothel und glatter 
Muskelzelle trägt zur Endothel-vermittelten Hyperpolarisation und Relaxation essentiell bei. 
Dies  konnte  vor  allem  für  Widerstandsgefäße  gezeigt  werden  (Chaytor er  al.,  1998).  Die 
EDHF-vermittelte Hyperpolarisation und  Relaxation wird in Schweinekoronararterien durch 
vorherige Inkubation mit Cannabinoiden gehemmt, wobei ERK1I2 nach den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit eine zentrale Rolle einnehmen.  Dies lässt vermuten, dass  ERK1I2 bei 
der Hemmung der EDHF-vermittelten Relaxation und Hyperpolarisation nach Inkubation mit 
~9-Tetrahydrocannabinol einen Einfluss auf die Struktur bzw. Funktion von gap junctions in 
Endothelzellen  haben  und  dadurch  die  Cannabinoid-induzierten  Effekte  auf die  EDHF-
vermittelten Gefäßprozesse erklärt werden können. 
Gap junctions sind Membranproteine, die zwei benachbarte Zellen miteinander verbinden. Sie 
bestehen aus zwei Halbkanälen, den Connexonen, von denen jede der bei den Nachbarzellen 
eines  zur gemeinsamen  gap  junction beisteuert.  Diese Connexone koppeln  aneinander und 
schaffen  so  eine  Verbindung  vom  Zytosol  der  einen  Zelle  zum  Zytosol  der anderen.  Die 
Konnexone  bestehen  jeweils  aus  sechs  Connexin-Proteinen  in  einer  klassischen 
pentalaminären Struktur. Etwa 80% der gap junctions in einem Kontaktbereich zwischen zwei 
Nachbarzellen sollen sich in einem geöffneten Zustand befinden. Damit wird ein Transfer von 
elektrischen sowie chemischen Valenzen mit einer Molekülgröße von unter lkDa ermöglicht 
(Dhein, 1998). Die Passage von kleinen Molekülen und Ionen durch gap junctions kann durch 
einige Mechanismen verstärkt bzw. abgeschwächt werden. Dazu gehören die Änderungen des 
intrazellulären  pH-Werts,  des  Membranpotentials  und  des  Phosphorylierungszustands  der 
Connexin-Proteine  (Lampe  &  Lau,  2000).  Auf  der  einen  Seite  wird  durch  die 
Phosphorylierung der Connexin-Proteine die interzelluläre Permeabilität gesteigert, wie z.B. 
für  die  Proteinkinase  A gezeigt werden  konnte.  Sie führt  durch  die  Phosphorylierung  von 
Connexin 43 zu einer Translokation des Proteins in die Plasmamembran und bewirkt dadurch 
eine Steigerung der interzellulären Permeabilität z.B. für den lndikatorfarbstoff Luciferyellow 
(Gewicht:  443  Da)  (Lampe  &  Lau,  2000).  Auf der anderen  Seite wurde gezeigt,  dass  die 
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wie Luciferyellow herabsetzen. 
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• Diskussion 
Mit Hilfe der Immunpräzipitation und Western Blot Analysen konnte in dieser Arbeit gezeigt 
werden,  dass  die  Cannabinoide  L'1
9-Tetrahydrocannabinol  und  HU210  zu  einer 
Phosphorylierung  von  Connexin  43  führen.  Dadurch  kommt  es  zu  einer  Hemmung  der 
interzellulären Kommunikation via gap junctions (Brandes et al., 2002). Diese Cannabinoid-
induzierte  Blockierung  der  gap  junction-Permeabilität  konnte  selektiv  durch  Substanzen 
verhindert werden, die die MAP-Kinase-Kinase (MEK) und damit die Aktivierung der MAP-
Kinasen  wie  ERKl/2 hemmen.  Daher  ist  sehr  wahrscheinlich,  dass  die  Aktivierung  der 
ERKI/2 MAP-Kinasen durch Cannabinoide über eine Phosphorylierung von Connexin 43  zu 
einer signifikanten Permeabilitätsabnahme der gap junctions zwischen Endothelzellen führt. 
4.7  Rolle  von  myoendothelialen  gap  junctions  an  der  EDHF-vermitteIten  Gefäß-
relaxation in Schweinekoronararterien 
Durch  eine  Reihe  von  Untersuchungen  konnte  herausgearbeitet  werden,  dass  eine  direkte 
elektrochemische  Kommunikation  zwischen  Endothelzellen  und  glatten  Gefäßmuskelzellen 
an  der  Regulation  des  Gefäßtonus,  insbesondere  der  aufsteigenden  Dilatation  maßgeblich 
beteiligt  ist.  An  diesen  Regulationsvorgängen  sind  sowohl  homo  zelluläre  gap  junctions 
zwischen  zwei  Endothelzellen  bzw.  zwei  glatten  Gefäßmuskelzellen  daneben  aber  auch 
heterozelluläre gap junctions zwischen Endothelzelle und glatter Gefäßmuskelzelle involviert 
(de Wit et al.,  2000; Emerson & Segal, 2000). Auch für die NO/PGI2-unabhängige, EDHF-
vermittelte  Relaxation  konnte  in  einigen  Gefäßen  eine  essentielle  Rolle  der  gap junctions 
herausgearbeitet werden (Chaytor et al.,  1998;  Brandes et al.,  2000).  Ein Kennzeichen  der 
EDHF-verrnittelten  Gefäßrelaxation  ist,  dass  sie  von  einer  Membranhyperpolarisation 
begleitet wird.  Diese in  den  Endothelzellen generierte Hyperpolarisation ist  imstande,  über 
myoendotheliale gap junctions auf die glatte Gefäßmuskulatur überzugreifen. (Yamamoto er 
al.,  1999 Emerson er al., 2000 Sandow er al.,  2000).  Am schlüssigsten wurde die Rolle der 
gap junctions in der Herstellung eines elektrischen Synzytiums zwischen Endothelzellen und 
glatten Gefäßmuskelzellen in  kleinen Widerstandsgefäßen demonstriert (de Wit er al., 2000; 
Coleman et al.,  2001).  Unterstützung erhält die  Hypothese  der durch  myoendotheliale gap 
junctions auf die Gefäßmuskulatur übertragenen Hyperpolarisation von Studien, in denen die 
gap junctions pharmakologisch blockiert wurden. In diesen Studien fand ein von Griffith et al. 
entwickeltes  Peptid  Verwendung  (Gap27),  welches  basierend  auf der  Aminosäuresequenz 




Cx43  führen  sollte (Chaytor et al.,  1998;  Chaytor et al.,  1997;  Dora et al.,  1998).  Ferner 
wurden  die  Derivate  der Glycyrrhetinsäure  (Imaeda  et  al.,  2000;  Santicioli  et  al.,  2000, 
Coleman et al., 2001) zur gap junction-Blockade verwendet. Diese Beobachtungen führten zu 
der Annahme,  dass  gap junctions beim Phänomen der EDHF-vermittelten Gefäßre1axation 
maßgeblich beteiligt sein müssen. 
Ob  diese  Hypothese  auch  für  das  koronare  Stromgebiet  zutrifft,  wurde  durch 
Organbadversuche  mit  den  gap  junction-Hemmstoffen  18a-Glycyrrhetinsäure,  18ß-
Glycyrrhetinsäure und Carbenoxolon näher untersucht.  In  diesen Versuchen konnte jedoch 
kein Effekt dieser Substanzen auf die EDHF-vermittelten Gefäßrelaxation beobachtet werden. 
Diese Ergebnisse sprechen gegen eine zentrale Rolle der myoendothelialen gap junctions an 
der EDHF-vermittelten Relaxation in  Schweinekoronararterien. In  einigen größeren Arterien 
sind  gap  junctions  eher  beim  Transfer  der  Hyperpolarisation  zwischen  den  glatten 
Muskelzellen  als  bei  der Vermittlung der Hyperpolarisation zwischen  Endothel und glatter 
Gefäßmuskelzelle beteiligt (Edwards et al.,  1999). In  Koronargefäßen ist eine zentrale Rolle 
von  gap junctions an  der Regulation des Gefäßtonus sehr fraglich.  Es konnte beispielsweise 
gezeigt  werden,  dass  der  "klassische"  gap  junction  Blocker  18a-Glycyrrhetinsäure  sowie 
Palmitolsäure die EDHF-vermittelte Relaxation von  Koronararterienringen nicht beeinflusst 
(Beny & Schaad, 2000) - ein Befund, der sich mit den Ergebnissen in dieser Arbeit deckt -
während  bemerkenswerterweise  die  Agonist-induzierte  Hyperpolarisation  von  koronaren 
glatten  Muskelzellen durch  die  Blockade der gap junctions  in  ihrer Ausbreitung  gehemmt 
wird (Edwards et al.,  1999). 
Die  in  dieser Arbeit erhobenen Befunde bezüglich der Cannabinoid-induzierten Hemmung 
EDHF-vermittelter  Hyperpolarisation  und  Relaxation  von  Schweinekoronararterien  auf der 
einen  Seite sowie der  Nachweis  einer Unterbrechung der ZeH-zu-Zell  Kommunikation  via 
gap junctions zwischen  den  Endothelzellen  nach Cannabinoid-Stimulation auf der anderen 
Seite (im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgestellt, siehe Brandes et al., 2002), ließen zunächst 
vermuten,  dass  das  Phänomen  der  EDHF-vermittelten  Gefäßrelaxation  maßgeblich  über 
myoendotheliale gap junctions vermittelt wird. Diese Hypothese konnte jedoch aufgrund der 
Ergebnisse  der  Organbadversuche,  in  denen  die  "klassischen"  gap  junction-Blocker  die 
EDHF-vermittelte  Relaxation  von  Koronararterienringen  nicht  beeinflussen  konnten,  nicht 
aufrechterhalten werden. 
Andere  Studien  bezweifeln  eine  ausreichende  Spezifität  der  "klassischen"  gap  junction-
Hemmer, da sowohl dosis- als  auch  gewebsabhängige nicht-spezifische Effekte beobachtet 




Ergebnisse, die mithilfe dieser Substanzen gewonnen werden konnten, im Hinblick auf ihre 
Spezifität  in  Frage  stellen.  Für  eine  spezifische  Blockade  myoendothelialer  gap  junctions 
ohne  Beeinflussung  der  elektrischen  Kommunikation  zwischen  glatten  GefäßmuskelzeIlen 
stehen zur Zeit keine geeigneten pharmakologischen Mittel  zur Verfügung (F1eming  et al., 
2000; Edwards  &  Weston,  2001).  Daher sind in  Zukunft weitere Studien erforderlich, die 
eine  Beteiligung  der  myoendothelialen  gap  junctions  an  EDHF-vermitteIten  Prozessen 
untermauern bzw. ausschließen. 
4.8 Effekt von 1l,12-EET und Bradykinin auf die Aktivität von ERKl/2 
Mit  Hilfe  der  Westernblot-Analysen  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  Inkubation  von 
HUVEC mit Bradykinin zu einer Aktivierung von ERKl/2 führt (siehe auch Fleming et al., 
1995).  Zudem  verbesserten  in  den  Organbadexperimenten  die  MAP-Kinase-Inhibitoren 
PD98059  und  U0126 auch  in  Abwesenheit von  ~9-THC die  Bradykinin-induzierte EDHF-
vermittelte Relaxation in  Schweinekoronararterien.  Diese Ergebnisse lassen vermuten,  dass 
eine Aktivierung von ERKl/2 EDHF-vermittelte Relaxationen funktionell  antagonisiert. Die 
Aktivierung  von  ERKl/2  durch  Agonisten  an  Rezeptoren  der  Endothelzelle  wie 
beispielsweise  Bradykinin  führt  also  möglicherweise  zu  einem  negativen  Feedback-
Mechanismus  auf  EDHF-vermittelte  Gefäßrelaxationen,  welcher  zentral  durch  ERKI/2 
gesteuert wird. Mit Hilfe der Membranpotentialmessungen konnte im Rahmen unserer Studie 
ferner  gezeigt  werden,  dass  die  Hemmung  von  ERKl/2  zu  einer  signifikanten 
Hyperpolarisation  in  der  glatten  Muskelzelle  der  Schweinekoronararterie  führt  und  die 
Repolarisationsphase  nach  einer  Bradykinin-Exposition  verlängert  (Brandes  et al.,  2002). 
Dies führt zu der Hypothese, dass ERKl/2 auch am transienten Verlauf einer EDHF-Antwort 
maßgeblich  beteiligt sind.  Die  EDHF-vermittelte  Gefäßrelaxation  zeigt  im  Normalfall  nur 
eine  kurzfristige  Relaxation  und  Hyperpolarisation,  worauf  sich  recht  schnell 
Repolarisationsvorgänge und eine allgemeine Abschwächung der Relaxation (Rekontraktion) 
anschließen.  Dies  war  nach  Hemmung  von  ERKl/2  nicht  mehr  der  Fall.  Ob  diese 
Veränderungen  der  EDHF-vermitteIten  Hyperpolarisation  dadurch  zu  erklären  sind,  dass 
ERK1I2 die Effektoren von EDHF - wie beispielsweise Kaliumkanäle und/oder die  Na+/K+-
ATPase - modulieren, bedarf weiterer Untersuchungen. 
11,12-Epoxyeicosatriensäure  (l1,12-EET),  ein  CYP-Derivat  der  Arachidonsäure,  von  dem 




führte in HUVEC ebenfalls zu einer Aktivierung von ERKl/2. Cannabinoide, Bradykinin und 
11,12-Epoxyeicosatriensäure sind  demnach  unabhängig  voneinander  in  der  Lage,  zu  einer 
Aktivierung  der  MAP-Kinasen  zu  führen.  Dabei  benutzen  sie  grundsätzlich  verschiedene 
Signaltransduktionskaskaden.  Während  die Cannabinoide  wie  diskutiert durch  eine direkte 
Interkalation in  die Zellmembran das inhibitorische Oa;-Protein aktivieren  und dadurch die 
ras/raf/MEKlMAP-Kaskade  aktiviert  wird  (Howlett  et  al.,  1986;  Childers  et  al.,  1992; 
Pacheco  et  al.,  1992),  aktiviert  Bradykinin  die  MAP-Kinasen  über  die  Freisetzung  von 
Calcium und IP3 ohne Beteiligung des Ga;-Proteins (Fleming et al.,  1995). EETs aktivieren 
Os-Proteine  (Fleming  et  al.,  1995),  was  dann  über  eine  aktivierte  scr-Tyrosinkinase  die 





Das  vaskuläre  Endothel  ist  in  der  Lage  vasoaktive  Autakoide  zu  synthetisieren  und  nach 
entsprechenden  neurohumoralen  Stimuli  (z.B.  Bradykinin  oder  Acetylcholin)  oder  aber 
physikalischen  Reizen,  (z.B.  Schubspannung  oder  Scherkräften)  an  die  Umgebung 
abzugeben.  Neben gefäßkontrahierenden Substanzen wie  dem  mitogenen  Peptid Endothelin 
produziert  das  Endothel  vasodilatierende  Substanzen,  von  denen  bislang  drei  identifiziert 
werden konnten:  NO,  Prostazyklin und der in  seiner chemischen Struktur noch  umstrittene 
EDHF  ("endothelium-derived  hyperpolarising  factor").  Während  die  Struktur  und 
Wirkungsweise von  NO  sowie Prostazyklin bereits sehr gut charakterisiert werden konnten, 
existieren diesbezüglich bei EDHF noch kontroverse Vorstellungen. 
Cannabinoide,  deren  hypotensiven  und  Bradykardie-auslösenden  Wirkungen  schon  längere 
Zeit  bekannt  sind,  sind  potente  Hemmstoffe  der  EDHF-vermittelten  Relaxation  und 
Hyperpolarisation. Mit dieser Arbeit sollte der dieser Hemmung zugrunde liegende zelluläre 
Mechanismus  näher  untersucht  werden.  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  ~9-Tetrahydro­
cannabinol  und  der  Cannabinoidrezeptoragonist  HU210  in  kultivierten  Endothelzellen  zu 
einer  vermehrten  Phosphorylierung  und  damit  Aktivierung  der  extrazellulär  regulierten 
Kinasenl/2  (ERKI/2)  führen.  ß9-Tetrahydrocannabinol  bewirkt  daneben  auch  eine 
Phosphorylierung des gap junction Proteins Connexin 43  und  unterbindet somit die Zell-zu-
Zell-Kommunikation  via  gap  junctions.  Die  Phosphorylierung  von  Connexin  43  war 
empfindlich gegenüber PD98059  und  U0126,  zwei  Hemmstoffen der ERKl/2-Aktivierung. 
Die  Hemmung  der  EDHF-vermittelten  Hyperpolarisation  und  Relaxation  vorkontrahierter 
Schweinekoronararterien  durch  ß
9-Tetrahydrocannabinol  konnte  ebenfalls  durch  PD98059 
und  U0126  verhindert  werden.  Daneben  bewirkten  PD98059  und  U0126  allein  eine 
Linksverschiebung  der  Konzentrations-Relaxations-Kurve  nach  Gabe  von  Bradykinin 
hinsichtlich EDHF-verrnittelter Relaxationen, ohne jedoch die NO-abhängige Relaxation oder 
den Tonus des Gefäßes zu beeinflussen. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Cannabinoid-induzierte Aktivierung von ERKl/2 über eine 
Phosphorylierung der Connexin-43-Proteine eine Unterbrechung der Zell-zu-Zell-Kommuni-
kation via gap junctions zur Folge hat.  Dies  führte  zu  der Hypothese, dass  ERKI/2 an  der 
EDHF-vermittelten  Hyperpolarisation  und  Relaxation,  insbesondere  der  Weiterleitung  der 
Hyperpolarisation vom Endothel zur glatten Muskelzelle über gap junctions zentral steuernd 
beteiligt  sind  und  damit  zumindest  anteilig  für  die  Cannabinoid-induzierten  Hemmung 
EDHF-vermittelter  Gefäßrelaxationen  verantwortlich  gemacht  werden  können.  Die  dabei 
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zugrunde liegende Vorstellung einer zentralen Rolle der myoendothelialen gap junctions an 
der  EDHF-vermittelten  Relaxation  in  Schweinekoronararterien  konnte  jedoch  in 
Organbadexperimenten nicht bestätigt werden, da  die  typischen gap junction-Blocker (18a-
Glyzyrrhetinsäure,  l8ß-Glyzyrrhetinsäure  und  Carbenoxolon)  keine  Hemmung  EDHF-
vermittelter  Gefäßrelaxationen  bewirken  konnten.  Es  ist  somit  unklar,  inwieweit  eine 
Cannabinoid-induzierte,  ERKl/2-verrnittelte  Entkopplung  der  Zell-zu-Zell-Kommunikation 
via  gap  junctions  and  der  Cannabinoid-induzierten  Hemmung 
Gefäßrelaxationen beteiligt ist. 
Summary 
EDHF-verrnittelter 
Vascular endothelial cells produce vasoactive autacoids, which are released after exposure to 
neurohumoral/chemical  (Le.  acetylcholine,  bradykinin)  or  mechanical  stimuli  (l.e.  shear 
stress). The best characterized endothelium-derived relaxing factors are nitric oxide (NO) and 
prostacyclin (PGIz).  An  additional third NO/PGh-independent endothelium-derived relaxing 
factor  mediates  vasodilatation  by  an  endothelium-dependent  hyperpolarisation  of vascular 
smooth  muscle  cells  (endothelium  derived  hyperpolarising  factor  ; EDHF).  The  nature  of 
EDHF  still  remains  to  be  deterrnined  but  epoxyeicosatrienoic  acids  (EET) ,  anandamide, 
extracellular potassium and electronic coupling via myoendothelial gap junctions have been 
suggested  to  contribute  to  EDHF-mediated  hyperpolarisation  and  relaxation  of vascular 
smooth muscJe. 
Cannabinoids,  which  elicit  hypotension  and  bradycardia  in  vivo,  are  potent  inhibitors  of 
EDHF-mediated  relaxations.  The  identification of the  underlying mechanism of this  effect 
was  the  aim  of this  thesis.  In  cultured  endothelial  cells  !'J.9 -tetrahydrocannabinol  and  the 
cannabinoid  receptor  agonist  HU210  increased  the  phosphorylation  and  activity  of 
extracellular  regulated  kinases  1/2  (ERKI/2).  !'J.9-THC  elicited  an  increase  in  the 
phosphorylation  of  connexin  43,  which  was  sensitive  to  MAP-kinase-kinase  inhibitors 
PD98059  and  U0126.  Cannabinoid-induced  inhibition  of  EDHF-mediated  responses  of 
precontracted rings of porcine coronary artery was prevented by PD98059 and U0126. In the 
absence  of !'J.9-THC,  neither PD98059  nor UOl26  affected  the  NO-mediated  relaxation  of 
coronary artery rings but both substances induced a 1eftward-shift in concentration-relaxation 




These results indicate that the cannabinoid-induced activation of ERKI/2, which leads to the 
phosphorylation of connexin 43, disrupts gap junctional communication and therefore may 
partially  account  for  the  t.
9-THC-induced  inhibition  of EDHF-mediated  relaxations.  The 
concept of a central  role  for  myoendothelial  gap junctions in  mediating EDHF in  porcine 
coronary  artery  however  could  not  be  verified  in  the  present  study,  because  classic  gap 
junction blockers  did  not have  an  effect  on  EDHF-mediated responses  in  coronary  artery 
rings. Therefore, it remains to be determined how far  the results of a cannabinoid-induced, 
ERKl/2-mediated disruption  of gap  junctional  communication  underlies  the  cannabinoid-
induced inhibition of EDHF-mediated responses. 
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